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ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

ADN

AF-1, AF-2,
AF-2a
ARN

bci-2

c-erb B2

c-fosy c-jun

CMH
c-myc

DEPC
DMEM

E2
E6. E7

EDTA
EGF

ELISA

ERE

hsp

hTERT

IGF-1

IGF-1R

mdr

plé6. p21, p27
pS3

PBS
PCR

Rb

Acido desoxirribonucleico.

Regiones en los receptores nucleares con funcién de
activacion.

Acido ribonucleico.

Oncogén que codifica una proteina enlazada a
membrana que normaimente actia para inhibir ia
apoptosis en estos tejidos.

Oncogén que dirige la formaciéon de un receptor para EGF
alterado.

Familia de oncogenes que codifican para proteinas
reguladoras de la transcripciéon.

Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

Oncogén involucrado en la promocién del avance del
ciclo celuiar.

Dietilpirocarbonato.

Medio Eagle modificado de Dulbeco (Dulbeco's Modified
Eagle Médium).

Gen del VPH que codifica para un represor de Eéy E7.
Genes del VPH que codifican para dos onco-proteinas del
mismo nombre.

Acido efilendiamino tetraacético.

Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth
Factor).

Ensayo inmunoenzimdatico (Enzime Linked inmuno Sorbent
Assay).

Elementos de Respuesta a Esteroides.

Proteinas de choque térmico

Subunidad catalitica de la telomerasa humana.

Factor de crecimiento similar a insulina 1{Insulin-Like Growth
Factor 1).

Receptor del factor de crecimiento similar a insulina
{insulin-Like Growth Factor 1Receptor).

Resistencia a multiples farmacos (Multi Drug Resistance).
Proteinas reguladoras del ciclo celular.

Gen que codifica par una proteina involucrada en la
regulacién del ciclo celular y en la apoptosis.
Amortiguador salino de fosfatos (Phosphate Buffer Saline).
Reaccidén en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction).

Gen supresor de tumores cuyas mutaciones provocan
susceptibiidad al retinomblastoma y que codifica para
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SERMs
TGF-o, TGF-p
URR

VEGF

VPH

una proteina del mismo nombre involucrada en la
regulacién del ciclo celular.

Receptor de Estrogenos.

Receptores de Glucocorticoides.

Receptores de Progesterona.

Reaccidén en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa {Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction).
Moduladores selectivos del receptor de estrégenos
{Selective Estrogen Receptor Modulators).

Factor de crecimiento de tumores a y 8 {Tumor Growth

Factor a, B).
Regidn regulatoria corriente arriba (Upstream Regulatory
Region).

Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular
Endotelial Growth Factor).
Virus del Papiloma Humano.



RESUMEN

RESUMEN

El cancer cervicouterino es la neoplasia mdas frecuente en la

poblacién femenina y la primera causa de muerte por cancer en la misma.

Las células del cérvix uterino normal responden a estimulos de las
hormonas esteroides para su diferenciacidon y crecimiento. El efecto de
estas hormonas estd mediado por receptores especificos que forman un
complejo para activar la transcripcion de uno o varios genes. A pesar de
muchos estudios sobre el efecto de las hormonas esteroides sobre el
desarrollo y progresion del cancer cervical, su papel no esta claramente

establecido.

En este trabajo se estudid la presencia del receptor estrogénico en
las lineas celulares de cdncer cérvico uterino SiHa, CaSki y C33 asi como la
respuesta proliferativa de estas lineas al ser tratadas con estradiol y el

antiestrégeno puro ICI 182 780.

El estradiol no indujo proliferacién en ninguna de las tres lineas
celulares a concentraciones de 109 y 107 M a pesar de que ia linea CaSki
resultd ser RE {+). El ICI 182 780 provocd una disminucion significativa en la
proliferacién de las tres lineas celulares a la concentracion de 104 M {a =
0.05). No se encontro relacion entre el efecto proliferativo del estradiol o su
antagonista con la expresion del receptor estrogénico.
Nuestros resultados sugieren que los antiestrégenos puros como el ICl 182
780 podrian ser de utilidad en el tratamiento del cancer de cérvix.
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INTRODUCCION

El cancer cervicouterino es una causa comun de morbilidad vy
mortalidad en los paises en vias de desarrolio. En la década de los 90, se
registraron en la regidn de América Latina y el Caribe tasas elevadas de
incidencia y mortalidad por cdancer cérvico uterino. Esta situacion
contrasta con la tendencia del padecimiento en Canadd y en Estados
Unidos, en donde se presentdé una reduccion notable de la enfermedad y
se ubicaron como los paises con las tasas mas bajas en el continente.

En México., el cancer cervicouterino es uno de los principales
problemas de salud puUblica siendo la neoplasia mas frecuente en la
poblaciéon femenina. asi como la primera causa de muerte por cancer en
la misma. La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) analizé la
tendencia del cancer cérvico uterino en México y concluyd que entre los
anos sesenta y noventa se registré un incremento de la mortalidad en
todos los grupos de edad. Este incremento se acentia a partir de los 50
anos de edad y alcanza las tasas mas aitas en el grupo de mujeres
mayores de 70 anos (Eluf-Neto y Nascimento, 2001; Vargas et al, 1998;
Meneses et al, 1994; Hinojosa y Duenas, 2000).

En 1996, el cancer se ubicd como la segunda causa de mortalidad
general en nuestro pais y concentré 11.4% de las defunciones registradas
en ese ano. Alrededor del 30% de todos los tumores malignos en México
son carcinomas del cérvix {Gonzdlez et al, 1992) y esta enfermedad es
responsable de aproximadamente el 25% de ias muertes por cancer en
mujeres mexicanas {Mohar et al, 1997). Considerando a toda la poblacion,
el cancer del cuello uterino ocupd el tercer lugar entre las principales
neoplasias malignas responsables de las defunciones ocurridas en 1996
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que, sin embargo, pasé al primer lugar en el grupo en edad productiva (15
a 69 afnos) pues concentrd 65% de las muertes atribuidas a este
padecimiento (Vargas et al, 1998). Esta tendencia se ha mantenido desde
hace varios afos resultando afectada en mayor proporcién la poblacion

femenina de 40 a 60 afios.

Para disminuir la mortalidad debida a esta neoplasia, se ha
demostrado la efectividad de la deteccion temprana con la prueba de
Papanicolaou. A pesar de esto, en nuestro pais la tasa de mortalidad

permanece sin modificaciones importantes (Hinojosa y Duenas, 2000).

Los factores asociados al cancer del cuello uterino son: la edad
{entre 25 y 64 anos). multiplicidad de companeros sexuales, infecciones de
transmisidon sexual {en particular las causadas por el Virus del Papiloma
Humano), nutricion deficiente en vitaminas C y D, multiparidad, uso de
anticonceptivos orales, tabaquismo e inicio temprano de la vida sexual
(Vargas et al, 1998).

La radioterapia y cirugia son las modalidades ierapéuticas
primarias, pero la quimioterapia cada vez esta siendo mas utilizada, tanto
de manera definitiva, como de manera adyuvante. Desafortunadamente,
en México las pacientes con carcinoma de cérvix cursan con mayor
frecuencia con estadios clinicos avanzados. El tratamiento para estas
etapas de la enfermedad consiste en radioterapia concomitante con
quimioterapia con lo cual se logran porcentajes de supervivencia a 5 anos
de 15 a 70%. Para las enfermas que se presentan con enfermedad
metastasica a distancia o aquellas con recumrrencia o persistencia de la
enfermedad, lo mediana de supervivencia es de aproximadamente ocho

meses (Hinojosa y Duenas, 2000).
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A pesar del esfuerzo de médicos e investigadores para mejorar los
resultados del tratamiento de estas pacientes, muchas mujeres siguen
sucumbiendo a esta enfermedad. Este trabajo pretende contribuir a la
investigaciéon de nuevas moddadlidades terapéuticas para el cdancer

cervicouterino.
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Hormonas Esteroides

El cérvix uterino normal responde a estimulos de las hormonas
sexuales, por lo que existen numerosos estudios que tratan de identificar et

pape! de las hormonas esteroides en el proceso carcinogénico del cérvix.

Los estrogenos promueven principalmente la proliferacion y el
crecimiento de células especificas del cuerpo y son responsables del
desamrollo de la mayoria de los caracteres sexuales secundarios de la
mujer. En el plasma de la mujer sélo hay cantidades significativas de tres
estrégenos: B-estradiol, estrona y estriol. El principal estrogeno secretado
por los ovarios es el B-estradiol. Por otra parte, los progestagenos estan
implicados de forma casi exclusiva en la preparacion final del Utero para
la gestaciéon y de las mamas para la lactancia. El principal progestageno
es la progesterona. Por lo tanto, las hormonas esteroides, como el estradiol
y la progesterona, son importantes en la regulacion de algunos genes
involucrados en procesos de crecimiento, proliferacion, diferenciacion y
fisiologia de las células de varios tejidos del cuerpo. Ademas, desde hace
tiempo se sabe de su influencia en el comportamiento de neoplasias
hormonodependientes como el cancer de mama y endometrio (Guyton y
Hall, 19946).
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Cdancer Cérvico Uterino e Infeccidon por el Virus del Papiloma
Humano

El carcinoma de cérvix, al igual que las demds neoplasias malignas,
es provocado por alteraciones genéticas que producen defectos en la

proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Alfaro et al, 2000).

Aungue el uso de anticonceptivos orales (Hildesheim et al, 1990;
Tohan et al, 1991), el tabaquismo y factores dietéticos € inmunolégicos
tales como una disminucion de la expresion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (Kim et al, 2000) podrian participar en el
desarrollo del cdncer de cérvix; existen multiples evidencias
epidemioldgicas y experimentales de que la infeccidén por el virus del
papiloma humano (VPH) es el agente etioldégico mas importante para el
desarrolio de este tumor (Walboomers et al, 1999).

Existen aproximadamente 65 fipos descritos de VPHs, alrededor de 20
de estos VPHs se asocian con lesiones anogenitales. Estos grupos de VPHs
pueden clasificarse como de "alto riesgo” y de "bajo riesgo” seguin si la
lesién del tracto genital a la que se asocian tiene o no riesgo de progresidn
maligna. Los virus de "bagjo riesgo” como el VPH-6 y el VPH-11 se asocian
con lesiones venéreas o condiloma acuminata, las cuales raramente se
convierten en malignas. En contraste, los virus de "alto riesgo” como el VPH-
16 y €l 18 se asocian con displasias cervicales, lesiones que tienen un alto
riesgo de progresar a la malignidad. En general, los fipos 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52 y 56 se han encontrado en casos de displasia moderada y
severa, asi como en carcinomas cervicales invasivos y por lo tanto,
constituyen a! grupo de "alto riesgo”. Por lo regular, el ADN del virus se
encuentra integrado al! genoma del huésped cuando se encuentra
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asociado a lesiones de cancer cervical y a lineas celulares VPH(+) (Howley,
1991).

Se ha encontrado ADN del virus en mads del 99% de los casos de las
lesiones invasoras y se sabe que los VPH tienen oncogenes virales que
codifican para dos oncoproteinas: las proteinas E6 y E7 (Walboomers et al,
1999).

El ADN viral generalmente se abre en la region E1/E2 para integrarse
al genoma del huésped, alterando el circuito regulatoric de transcripciéon
de E2. El marco abierto de lectura de E2 codifica para una proteina
regulatoria de la transcripcion, que es una proteina de unién al ADN. En los
tipos de VPH 16 y 18, E2 parece actuar principalmente como un represor
del promotor de los genes Eé y E7. Las proteinas de estos genes provocan
la inmortalizacion y transformacién celular. La oncoproteina Eé se une a
p53. una proteina involucrada en la transicion G1/S del ciclo celular, y
estimula su degradacién dependiente de ATP invocando al sistema
ubiquitin proteasoma. Por su parte, la proteina E7 de todos los VPHs del
tfracto genital, es capaz de formar un complejo con Rb, el producto del
gen supresor de tumores de susceptibilidad al retinoblastoma (Madrigal et
al, 1997; Howiley, 1991).

Se ha demostrado también que las hormonas esteroides interactdan
con las infecciones por VPH a varios niveles. Los esiréogenos y
progestagenos aumentan la expresion de los genes virales £6 y E7 por
medio de elementos de respuesta a glucocorticoides y progestadgenos en
el genoma del VPH en lineas celulares que lo contienen {(Kim et al, 2000;
Khiong et al, 1989).
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Las hormonas esteroides también inhiben la respuesta inmune contra
lesiones cervicales menores inducidas por VPH a través de una inhibicion
de la expresion de moléculas clase | del complejo mayor de
histocompatibilidad en células de carcinoma cervical, 1o cual explica que
la respuesta inmune se vea disminuida contra tas céiulas infectadas con el
VPH (Merideth et al, 2000). Bartholomew et al (1997). reportaron que la
hidrocortisona y la progesterona disminuyen consistentemente la expresion
de la molécula clase | del CMH en lineas celulares cervicales VPH(+), pero
aumenta su expresion en lineas VPH(-). Esta regulacidn puede bloquearse
con RU 38486, un antagonista de los receptores de glucocorticoides y de
progesterona, indicando la importancia de los receptores como

intermediarios en la disminucion de la expresion de esta molécula.

Por otra parte, se ha observado que las hormonas esteroides pueden
aumentar la sobrevivencia de células infectadas con el VPH vy
potencialmente disminuir la respuesta a la radiacidén, una modalidad
terapéutica omplicménte ufilizada para tratar el carcinoma del cérvix.

La hormona glucocorticoide sintética dexametasona aumenta la
radioresistencia de células de cdancer cervical positivas para el VPH y no
muestra ningun efecto en células que no presentan VPH o en céluios que
expresan la secuencia antisentido del VPH para E6/E7. Los glucocorticoides
también inhiben la apoptosis inducida por radiacién en la linea de cancer
de cérvix C4-1, lo que comesponde con niveles aumentados del ARN
mensajero de E6/E7 y una expresion disminvida de pS3 {Merideth et al.
2000). Rutz et al {1998). reportaron también radioresistencia inducida por
dexametasona en lineas celulares de cdancer cervicouterino, pero
independiente de la expresion de los genes del VPH.

10
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Caracteristicas Estructurales y Funcionales del Receptor de

Estrogenos

Desde hace varias décadas estd demostrado que el mecanismo de
accion de las hormonas esteroides estd mediado por la presencia de
receptores especificos para cada hormona. Estos forman complejos
receptor-ligando activos que son translocados a secuencias especificas de
ADN del genoma {conocidos como elementos de respuesta a esteroides,
ERE) y localizados en la regiéon de flanqueo 5'del gen, para la acfivacién
final de ta transcripcidén de uno o varios genes (Barrdn et al, 1997).

El receptor de estrogenos (RE) es una proteina nuclear altamente
fosforilada en sus residuos de serina y/o tirosina que pertenece a la familia
de receptores nucleares, entre los que se encuentran los especificos para
progesterona {RP), glucocorticoides (RG), andrégenos, mineralocorticoides,
hormonas tiroideas, vitamina D y retinol (Barron et al, 1997). El RE regula la
diferenciacién y mantenimiento de tejidos neurales, éseo, cardiovascular y
reproductivo. Los compuestos que regulan la accién transcripcional de
este receptor actualmente se utilizan para prevenir la osteoporosis y
enfermedades cardiovasculares, asi como agentes quimiopreventivos y

terapeéuticos para el cancer de mama (Shiau et al. 1998).

La familia de receptores nucleares presenta tres dominios
importantes para su funcion: una secuencia especifica en la regién C-
terminal, en donde se une el ligando y contiene ademdas dos funciones de
activacion (AF-2 y AF-2a), una regidon para su unidén a sitios especificos
dentro del genoma (ADN) y una porcidn omino ferminal que fiene la
funcidn de activacion de la transcripcion (AF-1) (Shiau et al, 1998).

1t
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El receptor de estrogenos esta codificado por un gen que contiene 8
exones codificantes. El dominio de unidn al ligando reconoce una gran
variedad de compuestos (Figura 1) como el 17-p estradiol, el estréogeno
sintético no esteroidal dietilestilbestrol, y los ligandos sintéticos como el
tamoxifén, el raloxifén y el ICI 182 780 (Shiau et al, 1998).
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Figura 1. Estructura quimica de algunos ligandos del RE.

La complejidad de la respuesta observada con los estrogenos en
distintos tejidos celulares se debe en parte a la existencia de dos subtipos
de receptores de estrégenos, el RE a y el RE B. Aunque muestran una
homologia del 59% en el sitio de unidn al ligando y una homologia aun
mayor para los aminodcidos que rodean esta regién, los subtipos de
receptores presentan distintas respuestas transcripcionales ante los
antizstrégenos (Dudley et al, 2000). En el caso del RE a, algunos ligandos,
como el estrogeno endégeno 17 B-estradiol y el estrégeno sintético no
esteroidal dietilestilbbestrol funcionan como agonistas puros; mientras otros,
como el ICI 164 384 y el ICi 182 780 funcionan como antagonistas puros. Los
ligandos sintéticos como el tamoxifén y el raloxitén pertenecen a un grupo

12
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de moléculas conocidas como moduladores selectivos del RE (SERMs), que
funcionan como antagonistas en tejidos especificos (Shiau et al, 1998). La
fosforilacidon del receptor regula la unidn del RE a estradiol en ciclos de
fosforilacion y defosforilacion dependientes de calcio. La habilidad del RE
de unirse a regiones ERE del ADN también es dependiente de la
fosforilacion del receptor (Lieberman, 1997).

El RE se encuenira localizado principalmente en el nicleo, pero
puede localizarse en el citoplasma y transportarse al nidcleo por un
mecanismo dependiente de energia. El receptor sin ligando se encuentra
formando un complejo oligomérico en el cual se pueden encontrar
algunas otras proteinas unidas, como proteinas de choque térmico (hsp 90
y hsp 54)., proteinas de translocacién, cinasas, proteinas lisosomales y
miembros del complejo de transcripcién. La hsp 90 mantiene al receptor
inactivo en ausencia del ligando y es importante para el enrollamiento de
las proteinas y el transporte del receptor a través de la membrana.
Ademds, este complejo proteinico inhibe la formacion de dimeros de
receptor transcripcionalmente activos. Los antagonistas también provocan
la disociaciéon del complejo, pero no permiten la activaciéon del receptor
(Barrdn et al, 1997; Beato, 1989; Lieberman, 1997).

Un modelo de accidon estrogénica aceptado actualmente {Barrdn et
al, 1997) propone que los estrégenos libres difunden pasivamente hacia el
interior de la célula y son retenidos por la formacion de un complejo con
proteinas infracelulares especificas para esteroides. Después de formar el
complejo proteinico, éste puede actuar como un activador o modulador
transcripcional. Se conocen una serie de interacciones proteina-proteina
entre mondmeros del RE para formar homodimeros., pero los resultados
sobre la importancia de la dimerizacion son controversiales.

13
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Se ha demostrado (Lieberman, 1997) que el RE puede unirse al ADN
sin la hormona, pero no es capaz de activar la transcripcion. Gorski et al
(1993) proponen que el RE se une al ADN en forma monomérica. Desde
esta perspectiva, la unidén a estrégenos no tendria influencia en la union del
receptor al ADN, pero si induciria cambios dramaticos en su estructura,
siendo el mdas importante la reduccion en hidrofobicidad superficial del
receptor, internalizando ia cadena lateral de aminodcidos hidrofébicos en
el extremo COOH terminal, sitio en donde se ubica el dominio de unién al

ligando.

Por otfra parte, se ha aislado el dimero del RE por gradiente de
centrifugacion en células MCF-7, ademds de que se ha reportado la
necesidad de dimeros del RE para una unién de alta afinidad al ADN in
vitro. Alternativamente, se ha encontrado la unién del RE con alta afinidad
como mondmero, sugiiendo que la dimerizacién del receptor para la
activacién puede no ser tan importante (Lieberman, 1997). Por lo tanto, la
hormona parece estar ayudando a formar una estructura
transcripcionalmente activa, pero no por si misma, sino por provocar un
cambio de conformacion especifica de la proteina para la activacién.

Oftros investigadores sugieren que el RE se une a algunos genes
como un monémero y a ofros como dimero. €n tal caso, el nimero de
receptores presentes en la célula tendria un efecto importante en la
activacion de la transcripcion, ya que la cantidad de monémeros y
dimeros presentes en la célula provocaria una activacion selectiva de los
genes (Hyder et al, 1997).
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Existe evidencia experimental que demuestra la presencia de ERE
dentro de regiones promotoras de proto-oncogenes que provocarian un
aumento en la transcripcidon de genes como myc, fos, c-jun, jun-D y jun-B,
lo que en algunos casos se puede traducir en una respuesta proliferativa
en la célula, dependiendo de factores tejido-especificos (Hyder et al, 1997;
Barrén et al, 1997). La estimulacién estrogénica también se ha relacionado
con factores de crecimiento celulares, como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1);
(DefFriend et al, 1994).

Receptores de Estrégenos y Cancer de Glandula Mamaria

En la clinica, la presencia o ausencia del receptor de estrogenos se
utiliza como marcador de evaluacién prondstica y como pardmetro de
decision para el tratamiento con antiestrégenos de algunos tipos de
cdancer dependientes de hormonas como el de mama y endometrio
(Barrdn et al, 1997). Los tumores RE (+) muestran un mejor pronodstico a corto
plazo por sus caracteristicas moleculares y patoldgicas de menor
agresividad tumoral, ademas de que responden al tratamiento con
antiestréogenos (tamoxifén). El tamoxifén es un antiestrégeno no esteroidal
que actualmente se utiliza como la primera opcidén para el fratamiento
endocrino para cancer de mama {Duefas-Gonzalez, 1999). En la mama, el
tamoxifén inhibe competitivamente la unién del estrégeno a su receptor,
afectando la expresion de genes regulados por estréogenos.

En los tumores RE (-) se ha observado sélo una respuesta del 10% al
tratamiento con antiestrogenos, debido probablemente a las acciones del
tamoxifén no relacionadas con el bloqueo del receptor, como son la
induccion de TGF-p y la disminucién de IGF-1 {Duenas-Gonzalez 1999).



ANTECEDENTES

Ademdas, el 65% de los tumores de mama son RE (+) y son dependientes de
estradiol para su crecimiento. Aunque no se conoce completamente el
mecanismo por el que los estrogenos regulan el crecimiento de estas
células, se sabe que existe una induccidon hormonal de factores de
crecimiento como el TGF-a, ademdas de que el estradiol puede regular
positivamente los receptores para EGF y c-erb B2 {neu). el receptor para
heregulina e induce rapidamente al gen c-myc en lineas celulares de
mama RE (+) (Teixeira et al, 1995). Defriend et al (1994), reportaron un
aumento significativo y dependiente de la dosis en la eficiencia de la
formacion de colonias en lineas de carcinoma mamario tratadas con
estradio! y una disminucioén significativa de la misma al tratar las células
con tamoxifén y con el antiestrégeno puro ICI 182 780. Este Ultimo resultd
ser mas eficiente que el tamoxifén a concentraciones mayores a 10 nM.
Ademds, Howell et al (1996). administraron ICI 182 780 a pacientes con
cancer de mama avanzado que no mostraron respuesta al tamoxifén
encontrando un 69% de respuesta por lo que se propone que el ICI 182 780
puede ser un antiestrégeno de segunda linea sin efectos negativos
aparentes en higado, cerebro o tracto genital.

Por ofro lado, en investigaciones recientes se reporta que los
estrogenos y sus receptores regulan la transcripcion de hTERT, la subunidad
catalitica de la telomerasa humana. Consecuentemente, fienen un papel
importante en la activacion de esta enzima en células epiteliales de ovario
{Misiti et al, 2000) y en una linea celular de cancer de mama positiva para
el receptor de estrégenos {Kyo et al, 1999). Esto puede resultar importante
para la comprension de la accion estrogénica en los tumores malignos, en
la mayoria de los cuales se presenta actividad de esta enzima. misma que
provee de un mecanismo antiapoptético a tas células neoplasicas.
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ANTECEDENTES

Receptores de Estrogenos y Cdncer Cérvico Uterino

El significado para el pronéstico de la expresidon de los receptores de
estrogenos y de progesterona en el cdancer cérvico uterino es auin
controversial. Lu et al (1999). reportaron que el adenocarcinoma cervical
muestra una disminucién en la expresion de los receptores de estrégenos y
de progesterona, asi como una alteracién en la expresion de moléculas
relacionadas con el ciclo celular (ciclina E, p53. plé. p21 y p27). En
concordancia, Pérez-Cardenas et al (resultados no publicados)
encontraron que los tumores de cérvix, sin importar su tipo histolégico,
expresan con menor frecuencia receptor de estrogenos y de progesterona
que los tejidos normales; sus datos sugieren que la positividad de los
mismos, particularmente del RP se asocia a un prondstico peor. Toki et al
(1997). por su parte, reportan una menor expresion de RE y de RP en
adenocarcinomas con desviacién minima. Sin embargo, no existen datos
claros sobre cudl es el papel de la presencia de los receptores en cuanto a
la respuesta que presenten al tratamiento ni al prondstico. Fujiwara et al
(1997). encontraron una menor frecuencia de positividad para RE en
tumores poco diferenciados. pero no detectaron ninguna asociacion entre
la presencia de RE ni de RP y la sobrevida libre de enfermedad.

Suzuki et al (2000). reportan que el estado del RE en pacientes con
adenocarcinoma del cérvix tratadas con radioterapia no se comrelaciona
con el control local a 5 afos ni con la sobrevida libre de enfermedad. En
cuanto al RP, reportan que la proporcion de sobrevida libre de
enfermedad fue significantemente mas alta en los pacientes con tumcres

RP (+) tratados con radioterapia.
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ANTECEDENTES

Las células de cdancer cervical responden al tratamiento con
estradiol con una mayor proliferaciéon con induccion del RP in vivo, y al
tratamiento con tamoxifén a bajas concentraciones (10? y 10't M) con
aumento en la proliferacién in vitro. Esta Ultima respuesta probablemente
estd mediada por un mecanismo distinto'al evocado por la estimulacion
del receptor de estrégenos (Hwang et al, 1992). El estradiol probablemente
induzca proliferaciéon en lineos de cdancer de cérvix por los mismos

mecanismos que se han demostrado para carcinoma mamario.

Por ofra parte, las hormonas esteroides pueden también dificultar la
accién de algunas de las modalidades terapéuticas utilizadas para tratar
el cancer de cérvix. Teixeira et al (1995). reportaron resistencia a agentes
quimioterapéuticos {adriamicina) inducida por estrogenos en lineas
celulares de carcinoma mamario RE (+) a través de la regulaciéon del
oncogén bcl-2, cuya proteina suprime la apoptosis. También se ha
observado que las hormonas estrogénicas tienen la capacidad de inducir
la expresién de genés de resistencia a moltiples fGrmacos (mdr) en células
del epitelio de Utero de rata (Arcreci et al. 1990); asi como la resistencia a
agentes quimioterapéuticos como la adriomicina en lineas celulares de
carcinoma cervical (Biing et al, 1994) y que el antiestrégeno ICI 164 384
puede reverlir la resistencia a doxorubicina en lineas celulares de leucemia
humana resistentes a farmacos {Hu et al, 1991). Ademas, Huynh et al (1996)
demostraron que el antiestrogeno IKICI 182 780 atenua el crecimiento
estimulado por IGF-1, probablemente debido a una reduccién en la
expresion de su receptor (IGF-1R).

El ICI 182 780 también bloquea lo expresion de algunos factores de

crecimiento inducidos por estradiol y tamoxifén en Utero murino in vivo.
Hyder et al {1997) reportaron una disminucion en la expresion de los RNAs
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ANTECEDENTES

de c-fos y de VEGF (genes inducidos por la administracion de estradiol y
tamoxifén) al administrarse 30 minutos antes del estradiol o tamoxifén a

dosis de 3 mg/kg.

Por lo anterior, el uso de un antiestrégeno puro para tratar de
bloquear los efectos proliferativos, de resistencia al tratamiento vy
‘proangiogeénicos del estradiol en el carcinoma cervical, aunado con los
efectos antiproliferativos que pueda tener por si solo, podria sentar las
bases para el tratamiento de cdncer de cérvix con hormono terobio. Mas
adelante, éste podria servir como terapia adyuvante para aumentar la
sensibilidad al tratamiento con radiacidén y/o agentes quimioterapéuticos.
Es importante mencionar que hasta el momento no existen estudios que
hayan evaluado el efecto de un antiestrdgeno puro sobre el carcinoma
cervical. Hwang et al (1992) ufilizaron tamoxifén para evaluar sus efectos
sobre una linea celular de cdncer de cérvix. Sin embargo, este
antiestrogeno se comporta como agonista en tejido uterino.

Este trabajo pretende generar informacién sobre los efectos de un
antiestrégeno puro sobre lineas celulares de cAncer de cérvix.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS

Evaluar in vitro, los efectos del estradiol y el antiestréogeno puro ICi
182 780, sobre la proliferacion de 3 lineas celuiares de cdancer de cérvix

(SiHa, CaSki y C33).

Evaluar el estado del Receptor de Estrogenos en cada una de las
lineas celulares para tratar de cormrelacionario con los efectos sobre la

proliferacion del estradiol y del ICI 182 780.

HIPOTESIS

Las células de cdncer cérvico uterino deben comportarse de una
manera similar a las células de cancer de mama ante el tratamiento con
estradiol e ICI 182 780; por lo tanto, se pretende encontrar un aumento en
la proliferacién de las mismas ante el tratamiento con estradiol y una
disminucién de la proliferacién ante el tratamiento con el antiestrégeno
puro. Del mismo modo, las lineas celulares que respondan con un aumento
en la proliferaciéon ante el estradiol y con una disminucién de la misma
ante el ICI 182 780, deberan ser RE (+) en caso de que los efectos en la
proliferacién estén mediados por el Receptor de Estrogenos.



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

Sustancias quimicas. El 17-p estradiol (Sigma Chemical Co., San Luis
Missouri, USA) y el IC! 182780 (Tocris Cookson Inc., Ellisville Missouri, USA) se
diluyeron en etanol! absoluto y las soluciones se almacenaron en la

oscuridad a -20°C hasta ser utilizadas.

Lineas celulares. Las lineas celulares SiHa, CaSki, C33 y MCF-7 se
cultivaron en DMEM con suero fetal bovino al 10% en incubadoras con
atmodsfera humeda a 37°C y 5% de COa.

Tratamiento de las lineas celulares. Las células se cultivaron de
manera rutinaria y una vez confluentes se despegaron con tripsina al 0.25%
en PBS-EDTA 1 mM, y se contaron manuaimente con la ayuda de un
hemocitémetro. Se sembraron de 500 a 1,000 células dependiendo de la
linea celular en placas de 96 pozos, grado cultivo celular de fondo plano y
a las 24 horas de sembradas se trataron con las siguientes diluciones de los
farmacos en DMEM con 10% de suero fetal bovino:

s Estradiol 10°My 107 M
= IC1182780107My 104 M
= Etanol absoluto como control

Se incubaron en atmdsfera himeda a 37°C. con 5% de CO: por 120 horas.
A las 72 horas se reemplazd el medio con medio fresco {conteniendo
también las drogas). La cuantificacion de la proliferacion celular se hizo
por ensayo XIT a las 120 horas.
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MATERIALES Y METODOS

Ensayo XTI, colorimétrico, no radiactivo, para la cuantificacién de
proliferacién celuvlar (Roche Molecular Diagnostics, Basel, Suiza). Después
del periodo de incubacién, se anadié al medio, el reactivo XTT a una
concentraciéon final de 0.3 mg/ml y se incubd por 4 horas en atmosfera
humeda, a 37°C con 5% COz. La absorbancia de las muestras se leyd en un
lector de ELISA a 492 nm, con una A de referencia de 690 nm.

El ensayo se basa en la ruptura de una sal de tetrazolio (XTT) para
convertise en formazdan, un colorante naranja, por las células
metabdlicamente activas. El formazdn es soluble en soluciones acuosas, su
aumento muestra una relacion directamente proporcional al aumento de
deshidrogenasas mitocondriales en 1a muestra y, por o tanto, al aumento
de células viables. Puede cuantificarse espectrofotométricamente ya que
muestra un mdaximo de absorbancia entre 450 y 500 nm (Figura 2).
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Figura 2. Comparacion del espectro UV del XTT (linea punteada) y el
formazan, formado por la actlividad de las deshidrogenasas mitocondriales.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccién de ARN. Se utilizé el reactivo TRIZOL (Gibco BRL, Invilrogen
Corp. Carlsbad, California) para el aislamiento de ARN total de células. El
reactivo es una solucién monofdsica de fenol y guanidin isotiocianato. Se
utilizé 1 ml de reactivo Trizol por cada caja de 25 cm?2 con una monocapa
confluente y se rasparon las células con un gendarme. El homogenado se
guardo por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacion
completa de los complejos de nucleoproteinas. El ADN se exitrgjo con 0.2
ml de cloroformo, se agitd y se dejo por 3 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 10,000 rom por 15 min. La fase acuosa se transfirié a otro tubo,
se adiciond isopropanol para precipitar el ARN. Las muestras se dejaron por
30 min en hielo. Se centrifugdé a 10,000 rom por 15 min. Se {ird el
sobrenadante y el ARN se lavd con etanol al 75%. Se centrifugd a 12,000
rom por § min. El botén de ARN se dejd secar y se resuspendid en agua
tratada con DEPC.

RT-PCR. Se utilizé 1 pg de RNA celular total para cada reaccién de
transcripcion reversa en un volumen final de 100 ul. Las condiciones
utilizadas fueron:

Transcripcién reversa: 15 min, 42°C

Desnaturalizacién: 5 min, 99°C

Enfriamiento: 5 min, 5°C

PCR. Posteriormente, se utilizaron los 100 ul del producto de la
reaccidn para PCR. Se emplearon Ilos oligonucledtidos (5'-
GCACCCTGAAGTICTCIGGAA-3, S5-TGGCTAAAGIGGTGCATGAT-3) que
amplifican un producto de 470 pares de bases que corresponde a los
exones 7 y 8 del gen del RE. Las condiciones de amplificacion han sido
descritas previamente (Ferguson et al, 1995} las cuales son como sigue:
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Paso inicial 105 seg. . 95°C. 1 ciclo

Desnaturalizacion 30 seg. . 95°C 35 ciclos

Alineacion-extensiéon 30 seg. . 55°C}

Paso final 7 min, 72°C

Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% con bromuro de etidio. La visualizacidon se realizé por

exposicion a luz ultravioleta.
Andlisis Estadistico. Las diferencias entre las medias de cada uno de

los grupos se establecid utilizando una prueba de t con un nivel de
significancia del 5%.
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RESULTADOS

RESULTADOS

Efecto del Estradiol sobre la proliferacion de las lineas celulares de

cdncer cérvico uterino

Se ulilizaron dos concentraciones distintas de estradiol: 107y 107 M
para evaluar su efecto sobre la proliferacion de las lineas celulares,
utilizando el ensayo XIT para su cuantificaciéon. Los resultados se muestran

en las figuras 3 a la é.

Exposicién a estradiol de células SiHa durante 5 dias
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Concentracién de estradiol

Figura 3. Efecto del estradiol sobre la proliferacién de la linea celular SiHa
(estradiol 10-* M L107M P . controlfd] ).
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Exposicion a estradiol de células Caski durante 5 dias
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Figura 4. Efecto del estradiol sobre la proliferacién de la linea celular CaSki

(estradiol10-* M . 10-7M R con'rol ).

Promedio de Absorboncio

Exposicion a estradiol de células €33 durante S dias
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Figura 5. Efecto del estradiol sobre la proliferacién de la linea celular C33

(estradiol 10-*M L107ME | controf R ).
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Exposicion a estradiol de células MCF-7 durante S dias
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Figura 6. Efecto del estradiol sobre la proliferacion de la linea celular MCF-7
(estradiol 10 M , control ).

Ninguna de las lineas celulares de cancer cérvico uterino muestra un
efecto proliferativo estadisticamente  significativo con las dos
concentraciones de estradiol utilizadas (10° My 107 M); (Cuadro 1).

La linea celulor SiHa no mostré un aumento de la proliferacion
estadisticamente significativo con respecto al control en ninguna de las
dos concentraciones utilizadas (101.5% a la concentracion 109 M y 100.9%
a la concentracion 107 M). Por su parte, la linea celular CaSki respondié al
tratamiento con estradiol con un aumento en la proliferacion de 113.5% y
de 102.0% con respecto al control en las concentraciones de estradiol 10-°
M y 107 M respectivamente; ninguno de los dos porceniajes resultd
estadisticamente significativo. Por Ultimo, la linea celular C33 mostré un
aumento en |la proliferacion del 100.2% y del 97.1% al tratarse con estradiol
10 M y 107 M respectivamente; ninguno de los dos estadisticamente
significativo. La mayor proliferacion en las tres lineas se logré a la

conceniracion de estradiol 10-° M.
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La linea celular MCF-7 se utilizd como control positivo, ya que su
estimulacion por el estradiol ya habia sido reporiada por De friend et al
(1994). El estradiol mostré un efecto proliferativo estadisticamente
significativo (o = 0.05) sobre esta linea celular a una concentracién de 10°?
M, aumentando la proliferacion de las células tratada con respecto al

control en un 134.5%.
Efecto del IC! 182 780 sobre la proliferacion de las lineas celulares

Se probaron dos concentraciones del antiestrogeno ICI 182 780: 107y
104 M para evaiuar su efecto sobre la proliferacidon de las lineas celulares,
ulilizando el ensayo XTT para su cuantificacion. Los resultados se muestran

en las figuras 7 ala 10.

Exposicion a IC1 182 780 de células SiHa durante S dias
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Figura 7. Efecto del ICl 182 780 sobre la proliferacién de la linea celular SiHa
aciie2780107m BB 10m [ | contralfB ).
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Exposicién a ICI 182 780 de células CoSki durante 5 dias
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Figura 8. Efecto del ICI 182 780 sobre la proliferacién de la linea celular
Caski (IC1 182 780 107M B . 10“M [[I]] . controlia] ).

Exposicién a ICl 182 780 de células C33 durante 5 dios
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Figura 9. Efecto del ICI 182 780 sobre la proliferacién de la linea celular C33
(1Cc1182780 107m B , 10“M[[]]] . controt ] ).



RESULTADOS

Exposicion a ICI 182 780 de célutas MCF-7 duronte 5 dias
1.2

HE

Concentrocién de 1IC1182780

Figura 10. Efecto del I1CI 182 780 sobre la proliferacion de la linea celular
McCEF-7 (Ic1 182 780 107 M B , 10-m (I, contrat B ).

Al tratar a las lineas celulares de cancer de cérvix con ICl 182 780, la
linea celular SiHa mostré una disminuciéon en la proliferacién del 93.4% con
respecto al control; la linea celular Caski mostré una disminucidn del 89.8%
con respecto al control y la linea celular C33 mostrd un aumento en la
proliferacion del 107.5% con respecto al control, ninguna de las ftres
estadisticamente significativas con a de 0.05 (Cuadro 1).

Las lineas celulares de cdncer de cérvix SiHa, CaSki y C33
respondieron con una menor proliferacion estadisticamente significativa (a
de 0.05) sélo al tratamiento con ICI 182 780 104 M. Las disminuciones en la
proliferacion observadas con respecto al contfrol a esta concentracion de
1C1 182 780 fueron: SiHa 73.3%, CaSki 51.7%, C33 80.4%. La linea celular Caski
RE (+) mostrd la menor proliferaciéon con respecto al control a ambas
concentraciones {Cuadro 1).



RESULTADOS

La linea celular de cancer de mama MCF-7 reacciondé con una
clara disminucién en la proliferacion ante el tratamiento con ambas
concentraciones de ICI1 182 780 {107 M y 104 M).

Cuadro 1. Efectos del estradiol y del antiestrégeno ICI 182 780 sobre la
proliferacién de las lineas celulares MCF-7, SiHa, CasSki y C33. (* =
estadisticamente significativo con un « de 0.05)

Concentraciéon de MCF-7 (% con SiHa ({% con Caski {({% con C33 ((% con
Estradio! respecto al respecto al respecto al respecto al
control) control} control) control)
1x 10-9 134.5° 101.5 113.5 100.2
1x10-7 —_— 100.9 102.0 97.1
Concentracién de
IC1 182780
1x10-7 55.2° 93.4 89.8 107.5
1x10-4 38.9° 73.3* 51.7* 80.4*

Expresion del RNA del Receptor de Estrégenos en las lineas de
cdéncer cervical

Con el fin de tratar de correlacionar la expresion del Receptor de
Estrégenos en las lineas celulares utilizadas y el efecto del tratamiento con
estradiol e ICI 182780, se realizdé una RT-PCR con RNA exiraido de cada una
de ellas. El producto de 470 pb pudo ser detectado en el control positivo
(MCF-7), asi como en la linea Caski. En las lineas celulares C33 y SiHa no
pudo detectarse RNA para el RE (Figura 11).
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800 pb
700 pb -
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

Figura 11. RT-PCR para exones 7 y 8 del RE de las lineas celulares (1)
Marcador de Pesos Moleculares (100 bp DNA Ladder, Gibco BRL,
Invotrogen Corp. Carlsbad, California); (2) MCF-7, (3) SiHa, (4) C33 y (5)
Caski. -
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DISCUSION

DISCUSION

Bl estradiol y los antiestrogenos como el tamoxifén y el ICI 182 780
tienen efectos sobre la proliferacidn de lineas celulares de cdncer de la
glandula mamaria relacionados a la expresion del receptor de estrogenos.
Wazer et al (1989), reportaron un aumento en la proliferaciéon de ia linea
celular de cdncer de mama RE (+) MCF-7 al incubarla por 9 dias con
estradiol 10 o 100 nM: y una disminucién de la proliferaciéon al tratarla con
tamoxifén 1 y 5 uM. Por su parte, De Friend et al {1994}, reportaron un
aumento en la proliferacion dependiente de la dosis de la linea celular de
cdncer de mama RE (+} MCF-7 al tratarse con estradiol a concentraciones
entre 10-'2 y 108 M. Estos Ultimos autores reportaron también un efecto
antiestrogénico sobre la misma linea celular del tamoxifén y del ICl 182 780,
éste Ultimo a concentraciones mayores a 10 nM, ambos efectos estarian

muy posiblemente relacionados a la presencia del RE.

Al igual que con el cancer de mama, se ha tratado de establecer
una relacién entre los efectos del estradiol y de los antiestrégenos con la
presencia del RE en células de cancer de cérvix (Bhattacharya et al, 1997;
Fujiwara et al, 1997;: Hwang et al, 1992; Lu et al, 1999; Toki et al, 1997).

En este estudio, se encontrd un efecto proliferativo sobre la linea
celular de cancer de moma RE (+) MCF-7 al ftratarse con una
concentracion de estradiol 10° M, lo que coincide con lo reportado
anteriormente (De Friend et al. 1994). Este resultado nos indica que el
ensayo XTI puede uflilizarse de manera equivalente a tas otras técnicas
utilizadas anteriormente para medir proliferacion en lineas celulares. De

Friend et al (1994), ulilizaron el ensayo clonogénico Courtenay-Mills
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DISCUSION

mientras que Wazer et al {1989), por su parte, utilizaron siembra en placas

de 24 pozos y cuenta con hemocitometro.

Las lineas celulares de cancer de cérvix no mostraron ningun efecto
proliferativo estadisticamente significativo (a de 0.05) ante el tratamiento
con estradiol a las dos concentraciones utilizadas (10°y 107 M), a pesar de
que la linea CasSki resultd ser RE (+) por la RT-PCR. Por lo tanto, no se
encontré comelacién alguna entre los efectos del estradiol sobre la
proliferacion de las lineas celulares y la expresion del RE. Sin embargo, a
pesar de no ser significativo, el mayor porcentaje de aumento en la
proliferacién con respecto al control se encontrd en la linea celular CaSki

RE (+} a ambas concentraciones de estradiol.

Hyder et al (1997) sugieren que el RE se una a algunos genes como
mondémero y a otros como dimero. Probablemente la cantidad de RE en
las lineas celulores de cérvix no sea la suficiente como para formar la
cantidad de complejos necesarios y asi activar la transcripcion de los
factores de crecimiento que harian evidente un aumento en la
proliferacion. Por otra parte, el porcentaje de aumento en la proliferacion
con respecto al control fue menor a la concentracion de 107 M con
respecto a la concentracion de estradiol 109 M, sugiriendo un posible

efecto citotdxico a la concentracidn mds alta.

Kim et al (2000), reportaron anteriormente la proliferacion de las
lineas celulares CaSki y HelLa causada por el tratamiento con 17-B estradiol
a 106 M y por tamoxifén 107 M. Reportaron también, un efecto nulo sobre
la proliferacion de la linea C33A vy o relacionaron con la ausencia del VPH,
ya que las lineas celulares CaSki y HeLa son positivas al VPH-16 y 18
respectivamente a diferencia de C33A. Se ha encontrado también, que el
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tamoxifén. a concentraciones de 109 y 10" M estimula la proliferacion de
la linea de cancer de cérvix SFR, que es RE (-), por estimular la transcripcion
del mRNA de la proteina E7 del VPH. En el mismo estudio Kim et al (2000),
realizaron la transfeccidon de células C33A con un plasmido reportero URR-
CAT (Upstream Regulatory Region - Chloramphenicol Acetyl Transferase) de
VPH-18 y/o con un vector de expresion del RE. Las células RE (-)
transfectadas con el URR del VPH mostraron un ligero aumento en la
transcripciéon después de tratarse con estradiol o tamoxifén 5 x 107 M. Las
células RE (+) transfectadas con el URR del VPH mostraron un significativo
aumento en la transcripcién {4.8 veces mayor al control) al tratarse con fas
mismas concentraciones de estradiol o tamoxifén. Estos resultados sugieren
que el efecto del estradiol sobre las lineas celuiares de cancer de cérvix si
se relacionan con la presencia del RE pero no por si solo, sino aunado a la
presencia del VPH. Se necesitan realizar mdas experimentos para buscar
una relacién entre la expresion del VPH en las lineas celulares de cdancer
de cérvix utilizadas, la expresion de RE y la falta de proliferacion de las

mismas ante el tratamiento con estradiol.

En cuanto al tratamiento con el antiestrogeno, la linea celular MCF-7
disminuyd su proliferacion al tratarse con ICIH 182 780 107 y 104 M. La
disminucion en la proliferacion coincide con lo reportado anteriormente
por De Friend et al (1994).

Las tres lineas celulares de cdancer de cérvix tratadas mostraron una
disminucién en la proliferacion significativa (ade 0.05), sélo a la
concentracion del antiestrogeno 104 M a pesar de que la linea celular
CaSki es RE (+). Los resultados muestran una disminucion en la proliferacion
independiente de la presencia de! RE cuando las lineas celulares de
cdancer de cérvix son tratadas con el antiestrogeno puro ICI 182 780. Como
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ya se habia mencionado., el ICI tiene efectos antiproliferativos
independientes del RE, como la disminucion en la proliferacion causada
por IGF-1 (Huynh et al, 1996; Huynh et al, 2001; Chan et al, 2001) debida a
la disminucién en la expresion del receptor de este factor de crecimiento,
o la disminucion en la expresion de c-fos (Hyder et al, 1997).

Al comparar el porcentaje de disminucidn con respecto al control de
las tres lineas celulares, la linea celular CaSki muestra una mayor
disminucion en la proliferacidén que las otras dos lineas cuando son tratadas
con IC| 182 780 104 M. Probablemente |la presencia del RE en la linea
celular Caski influya en la mayor disminucion en la proliferacion; sin
embargo, la cantidad del mismo probablemente no sea suficiente para
lograr una disminucion en la proliferacién a la concentracion 107 M de ICI
182 780.

Howell et al {1996). reportaron la administracion de ICI 182 780 a
mujeres con cancer de mama avanzado a concentraciones de 1 a 3 x 10-8
M, lo que sugiere que la concentracion de 104 M pudo haber causado un
efecto citotéxico en las células por ser mayor a las dosis que se han
utilizado en pacientes. Probablemente 1a disminucion en la proliferacién no
se deba a los efectos antiproliferativos del ICl 182 780 sino a los efectos
citotéxicos que puede tener sobre las lineas celulares por encontrarse a

altas concentraciones.

En este frabajo no se encontrd relacidn alguna entre la expresion del
RE y los efectos en la proliferacion inducidos por estradiol o por el
antiestréogeno ICI 182 780 en lineas celulares de cancer cérvico uterino. Sin
embargo. se han reportado muchos efectos de las hormonas esteroides
sobre la proliferacion de células hormono responsivas. El estradiol podria
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regular al proto-oncogen bcl-2 o a genes de resistencia a multiples
farmacos y causar cierto efecto sobre la radioresistencia a agentes
quimioterapéuticos; ademads de que este efecto probablemente podria ser
revertido por el uso de antiestrogenos. Los progestdgenos, por su parte,
podrian ser las hormonas esteroides que tengan un mayor efecto
proliferativo sobre las células de cancer cérvico uterino, por lo que se
deben estudiar también los posibles efectos de la progesterona y de los
antiprogestdgenos sobre el cancer de cérvix. Se necesitan todavia muchos
estudios para poder establecer los efectos de las hormonas esteroides
sobre las células de esta enfermedad.
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CONCLUSIONES

- El IC1 182 780 disminuyd ta proliferacidon de las tres lineas celulares
de cdncer de cérvix a una conceniracidon 104 M. Esta disminucidén se debe
probablemente a efectos antiproliferativos del mismo independientes del
RE, como la disminucidon en la proliferacion causada por IGF-1 o la
disminucion de la expresion de c-fos; aunque esta disminucion pudo

deberse también a efectos citotdxicos.

- Los efectos del antiestrogeno puro ICI 182 780 sobre las células de
cdancer cérvico uterino deberan seguirse estudiando. El uso de
antiestrogenos puros podria eliminar otfros efectos de los estrdgenos que
favorecen la progresién de la malignidad en las células de cdncer de
cérvix; como el aumento en la sobrevivencia de células infectadas con
VPH y la disminucién en la respuesta a modalidades terapéuticas utilizadas
como fratamiento. También, deberan evaluarse los efectos de otras
hormonas esteroides como la progesterona; probablemente, la
progesterona sea la hormona esteroide con mayor efecto sobre ia
progresion de la malignidad en este tipo de cdncer. Por lo tanto, los
antiprogestGgenos también podrian ayudar a revertir la resistencio a la
radiacion y la proliferacion inducidos por progesterona.
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