/) 262

UNIVERSIDAD NACIGNAL AUTONOMA
DE MEXICO

INSTITUTO NACIONALL DE CIENCIAS MEDICAS Y
NUTRICION “SALVADOR ZUBIRAN"

EFECTO DEL GEN E6 DEL VIRUS DEL
PAPILOMA HUMANO 18 (VPH) Y HORMONAS
ESTEROIDEAS SOBRE EL FACTOR DE

CRECIMIENTO DE ENDOTELIO VASCULAR
(VEGF) EN LA LINEA CELULAR MCF7

T E S I S
PARA  OBTENER EL GRADO  DE

MAESTRO EN CIENCIAS MEDICAS
P R E S E N T A
DR. DAVID F. CANTU DE LEON

Franct SO

TUTOR: DR. ALFONSO DUERNAS GONZALEZ
CO-TUTOR: DRA. MARCELA LIZANO SOBERON

MEXICO, D. F. AGOSTO ol

O3FR036 G



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






INDICE

MARCO TEORICO ... ereceeiee et eae s enasnssasnsssanssesesnsnnses 2
Definicion del Problema ............ P ORE
Definicion y Caracteristicas Generalca dc los Faclores de Crec:m:enlo
Celular ..co...oo
Factor de Cremmlcmo Vabcu]ar Endotel]al ( VEGF )

Virus del Papiloma Humano .............ccoocviiiiiiiiiiiiiiniiinnnn.

Variantes del VPH .. P NS S P = —
Cancer de Cérvix y Ang;ogeneﬂs .....................................................
Interaccion Hormonal .........o.oeniininiiniiiiiincieietee e eeee e sneeenncaeeaeanns

JUSTIFICACION Gisniinmmsiimmmimbiimsr s st s e s S m s 15

HIBOTESIS cicisiimiisiasimimaai s s oo S i asn Wi b 16
Hiptesis Nula .oosemmmmmmsssmpaniussamsmamoansnaoe 10
Hipotesis Alterna o mias it napvnasianimmnsaiiinn, 16

OBIETIVO GENERAL: ..oiviiimiaiiimnmiimisimsis i i s ms 16
OBIETIVOS ESPECIFICOS civiiiiiainmmiiiivimmiis s imiviimi i s i 16
MATERIAL Y METODOS ..coiviimminiinimisimismisimininmimg 17
Células y Condiciones de Cultivo .......cccociciomiininciiinieiiincnsansnsneinine 17
Transfeceion iR s civei A7
APlCACTON de DIMORAS o e smassmmnsimess snsess ssami SEsms b2 manis 18
Elisapara VEGE: .o s i G i siiaming 19
Descrpeion debEnSaY0 ,.unesmmvsmmemisamsonmonsmmsoy 19

Principios del BISayo: sy i v sy s s iisiie 19

Limitaciones del Procedimiento ..........cccocvvivinmimeiiiiniieinnns 20

Peactivos-que Incluye: wvmimsisia i st 20

Precauciones ........... RS e )

Recoleccion y A]macenamlemo de las Mucstras ....................... 21

Preparacion de los Reactivos .........ccovviiiiiiiiiiniiiiiiniiiinnnn 2]

Realizacidnde]l Bnsayo s qiniovmmin s iaia iieineini 22

Célculo de Resultados .......ccoovvviiiceiiniiiiiiiiiciianiiiieniieinenen. 24
Sensibilidad del Ensayo <civiinisivminniinnsaiimnan, 24

Especificidad del Ensayo ................................................... 24

CAHBRCION: v s s A s i S s 24

AnAlisis de DAtos ........cuiieiiiiniiiiiiiiiii e si e rin s ra i e 25
RESUBTABOS: o, o v i S S ama s sesmamammn s s st 26
Expresion de VEGF en las Lineas Celulares Controles ..................o coones 27
Influencia del Estradiol en la Expresionde VEGF ..........ccoooviiiins e 29
Influencia de la Progesterona en la Expresion de VEGF .....................cce0 31
Influencia del ICI-182.780 en la Expresionde VEGF ........................ce. 34
Influencia del RU-486 en la Expresion de VEGF ..............cocccoveieee veeeee. 36
DICUSION o ccanvivmvminnmoes i s s s SR shn g s e ass 38
CONCLUSTONES .o s i vwmnume s cous s s sovoms s s man s syt s gee s €iomey 45
BIBLIOGRAEEA. ... cicuvssoimmessinmisssnnasssss sasissssssins s amises griosysmism caprsyaasmases 46

liotecas de la

1 \a Direccion Ganaral de Bib
ﬁ;:r;‘:: ifundir an formato ghacirinico mpr:sno'rl
contenido~de mi trabaj onal.




TITULO: EFECTO DEL GEN E6 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 18
(VPH) Y HORMONAS ESTEROIDEAS SOBRE EL FACTOR DE
CRECIMIENTO DE ENDOTELIO VASCULAR (VEGF) EN LA LINEA
CELULAR MCF 7

MARCO TEORICO

DEFINICION DEL PROBLEMA

La angiogénesis es un mecanismo importante en el crecimiento tumoral que puede ser
afectado por hormonas esteroideas ( Estrégenos y Progesterona ), al mismo tiempo es
posible que dependa de la variante de E6 del VPH con la que puede estar infectada la

célula.

ANTECEDENTES

Definicion y caracteristicas generales de los factores de crecimiento celular

Los factores de crecimiento ( Growth Factor 6 GF ) son moléculas polipeptidicas
producidas en los diferentes érganos y que de acuerdo a su funcion fisiologica se dividen
en tres grupos (Ganong, 1992):

* Factores que favorecen la multiplicacion, diferenciacion 6 el desarrollo de
diferentes tipos celulares, como el factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento
epidérmico ( EGF ) y el factor de crecimiento vascular endotelial ( VEGF ).

* Factores producidos por macréfagos y linfocitos que intervienen en el sistema
inmune, conocidos como citocinas.

* Factores estimulantes de colonias que regulan la maduracion de eritrocitos,

leucocitos y plaquetas.

Los diferentes estudios in vitro han permitido conocer las funciones de algunos factores
de crecimiento en tipos de células especificas, sin embargo, el comportamiento en

modelos in vivo resulta ser diferente. Un solo GF puede producir respuestas distintas,



ademas de estimular el crecimiento celular, tal es el caso de algunos GF, que fortalecen la
supervivencia celular, favorecen la migracion celular y estimulan la secrecion hormonal

(Ganong, 1992; Watson, 1994).

Es conocido que algunos de los efectos de la unién de los GF a su receptor de membrana
son inmediatos, tales como: cambios i6nicos, fosforilacion de proteinas y cambios
metabolicos en la membrana fosfolipidica. Otros efectos mediatos implican la induccién

de la transcripcién de algunos genes y la expresion de proteinas (Watson, 1994).

Crecimiento inicial de las neoplasias

La proliferacién y la supervivencia celular son dependientes de un adecuado suministro
de factores de crecimiento y la eliminacién de moléculas toxicas. En los tejidos sélidos,
por ejemplo, el oxigeno, puede difundirse en forma radial a partir de capilares de 150 a
200 pm, cuando la distancia es mayor la célula muere. Por lo tanto la expansion tumoral

depende de un adecuado flujo sanguineo (Warren, 1966; De Vita, 1997).

La neovascularizacion asociada al tumor promueve el rapido crecimiento del mismo
aumentando asi el riesgo de metdstasis. Se define angiogénesis como la produccién de
nuevos capilares y vénulas en una drea especifica (Weidner, 1991; Wiggins, 1995). La
hipétesis que el crecimiento tumoral depende de la induccion de neovascularizacion, se
originé en la década de los sesenta; en nuestros dias esta teoria se encuentra totalmente
demostrada. Datos experimentales y clinicos indican que la mayoria de los tumores se
originan sin actividad angiogénica existiendo en el estadio in situ sin neovascularizacion
por un largo periodo de tiempo (meses hasta afios), posteriormente se induce la
neovascularizacion cuando un subgrupo de células intratumorales adquieren el fenotipo
angiogénico (Folkman, 1990; Dellas, 1997). Estos cambios fenotipicos pueden ocurrir

desde estadios preinvasores o pre-neoplasicos (Dellas, 1997).



En el melanoma cutdneo, cancer de mama, vejiga y prostata la cantidad de angiogénesis
tumoral se relaciona con pronéstico sugiriendo que las propiedades angiogénicas se

correlacionan con la agresividad de la clona tumoral (Srivastava,1998).

Dos tipos de eventos son necesarios para que un tumor pequefio sea capaz de iniciar

angiogénesis (Okada, 1998).

Primero: Ganancia de funcion. En este evento, ciertos factores estimulantes del
crecimiento son inducidos o sobre-expresados en las células tumorales. Dentro de ellos se

encuentran el VEGF, bFGF, TGF-, y TGF-q, entre otros.

Segundo: Pérdida de la funcién, de varios inhibidores de la angiogénesis, tales

como trombospondina o interferones o/3.

La angiogénesis tumoral puede ser inducida o regulada, por lo menos en parte, por los
mismos cambios genéticos que causan el cancer, posiblemente actuando en conjunto con

ciertas influencias ambientales tales como la hipoxia (Okada, 1998).

La angiogénesis es mediada por multiples moléculas que pueden ser liberadas tanto por el
tumor como por las células del huésped, incluyendo células endoteliales, células
epiteliales, células mesoteliales y leucocitos. Dentro de estas se encuentran los miembros
de la familia de los factores de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), también llamado factor de permeabilidad vascular (VPF),
interleucina-8 (IL-8), angiogenina, angiotropina, factor de crecimiento epidérmico (
EGF), fibrina, nicotinamida, factor de crecimiento de células endoteliales derivado de las
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformantes -o (TGF-ct), TGF-f3, y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o) (De Vita, 1997).



El grado de angiogénesis es determinado mediante el balance en los factores que
estimulan y aquellos que inhiben el crecimiento de los nuevos vasos sanguineos. En
muchos de los tejidos normales la influencia inhibitoria predomina. Por el contrario,
muchas de las células neoplasicas cambian de un fenotipo inhibidor de angiogénesis
hacia uno estimulante de la misma, como se ha observado en cultivos de fibroblastos de
pacientes con sindrome de Li-Fraumeni. El cambio hacia el fenotipo angiogénico
coincide con la pérdida del alelo del tipo silvestre de p53 (wt p53). Datos recientes han
mostrado que p53 puede regular la actividad promotora del gen bFGF a nivel
transcripcional ya que la expresion de bFGF se activa por p53 mutada. El tipo silvestre de
p33 reprime la expresion de bFGF y su mutante la activa, lo cual sugiere que p53 puede

Jjugar un papel en el cambio angiogénico (Warren, 1966).

FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

Se trata de una glucoproteina dimérica de 34 a 45 KD, presenta una pequefia homologia
secuencial con el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) y una homologia

mas cercana con el Factor de crecimiento Placentario.

Se conocen cuatro diferentes transcriptos que codifican polipéptidos de 206, 189, 165 y
121 amino-acidos expresados por las células humanas (Dvorak,1995). La secuencia de
165 aa es la mas frecuentemente expresada, sin embargo las diferentes isoformas

aparentemente expresan la misma actividad biologica.

La accion directa del VEGF es sobre las células endoteliales mediante tres receptores
trans-membrana Clase III de la Tirosinacinasa, que se expresan predominantemente en el
endotelio vascular (Dvorak, 1995; Hanahan, 1996) aumentando la funcién de un
organelo descrito recientemente, conocido como Organelo Vesicular-Vacuolar. VGF se
expresa tanto a nivel de mRNA como de Proteina en un gran nimero de tumores tanto

animales como humanos (Dvorak, 1995).



En ratones y células epiteliales colonicas, la transformacion mediante el oncogén ras
activado ha mostrado que estimula la expresion de VEGF. Debido a que el promotor
VEGEF/VPF contiene cuatro sitios potenciales AP1 que son componentes importantes en
el patron de sefial de ras; asi ras mutado puede sobre-expresar la actividad angiogénica
mediante una via directa de control transcripcional de VEGF. En forma global, estos
datos muestran que la transformacién mediante un oncogén contribuye a la
tumorigenicidad in vivo mediante sobre-expresion de la actividad del factor/receptor de

crecimiento y mediante sobre-expresion de las moléculas angiogénicas (Rak, 2000).

Se ha observado que oncogenes como HER-2/neu mutado, sobre-expresion de HER-
2/neu normal y sobre-expresion de receptores de EGF pueden inducir o sobre-expresar
VEGF de manera similar que ras mutado. El tratamiento de células tumorales blanco
humanas con anticuerpos monoclonales contra el receptor de EGF o de HER-2/neu
puede resultar en la disminucion de la expresion de VEGF, tanto in vivo como in vitro
(Okada, 1998).

Se han detectado valores elevados de VEGF en diversos fluidos, tales como liquido de
derrame pleural, ascitis y suero de pacientes con cancer (Moon, 2000) y pudiera ser un
marcador sérico tanto diagnostico como predictor de respuesta al tratamiento. En el
estudio de Moon et al, se observaron valores séricos estadisticamente mas elevados entre
pacientes normales y aquellas con cancer cervico-uterino, los cuales disminuyeron a la
normalidad cuando recibieron tratamiento oncologico, no pudiéndose determinar
exactamente el origen del mismo en el suero. Ademas, estos valores fueron mucho mas
elevados en pacientes con estadios localmente avanzados en comparacion con los

estadios tempranos de la enfermedad (Moon, 2000).

En el estudio de Berse et al, se encontrd que los tumores que producen elevados niveles
de VEGF se diseminan mas efectivamente debido a una mayor permeabilidad vascular,
indicando los valores mas altos sospecha de enfermedad metastasica a distancia (Berse,
1992).



El balance entre los factores angiogénicos y los inhibidores del proceso son los que
gobiernan el switch de la angiogénesis haciendo tanto al VEGF como al proceso de
angiogénesis, un blanco terapéutico atractivo en el manejo de los pacientes con

neoplasias malignas (Ferrara,2004).

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Es un pequefio virus DNA cuyas particulas de forma icosahédrica miden
aproximadamente 54 nm de didmetro. El genoma viral esta constituido aproximadamente
por 8000 nucledtidos en forma de DNA de doble cadena cerrada. En relacién a su
genoma, se clasifican en mas de 100 tipos, tanto animales como humanos (DiMaio,

1991).

Este virus se ha asociado al cancer cervico-uterino debido a que cerca del 100% de
tumores epidermoides del cérvix contienen DNA del virus en el genoma de las células

tumorales (Turek, 1996, DeVita, 1997).

El genoma viral puede ser dividido en tres regiones (DiMaio, 1991):

* Una region reguladora o LCR o URR, las cuales contienen las secuencias para
la replicacion y expresion de los genes del virus.

* La region génica viral temprana, que compromete practicamente la mitad del
genoma viral. Los genes tempranos son E1 y E2, que se encargan de la replicacion y el
control transcripcional; E6 y E7, responsables de la alteracion del crecimiento de las
células infectadas y actual por lo menos en parte con el control de transcripcion de las
células huésped y en el ciclo celular de las mismas, y E5S modulando la divisién celular
desde la membrana celular.

* La region tardia, que consiste en los genes L1 y L2, los cuales codifican las

proteinas de la capside viral.



Los genes E6 y E7 del VPH codifican dos pequefios polipéptidos que representan las
proteinas transformadoras virales; esto es, las proteinas necesarias para el establecimiento
y el mantenimiento de la inmortalizacién, asi como otras propiedades de crecimiento

caracteristicas de las células tumorales (DiMaio, 1991).

Las oncoproteinas E6 y E7 invariablemente se encuentran preservadas y expresadas en

las lineas celulares de cancer cervical asi como en los tumores (Turek, 1996).

Estas proteinas interfieren con la funcion de los productos de los genes supresores de
tumor. Las proteinas de E7 forman complejos con el producto del gen del retinoblastoma
0 Rb y las proteinas relacionadas, pl07 y p130. Existe la hipotesis que la ruptura del
complejo pRB-E2 por la proteina E7 y la consecuente liberacion de factor de
transcripcion de E2 es un evento critico para la desregulacion del crecimiento y las

propiedades transformadoras de la oncoproteina viral E7 (Pagano, 1992).

La proteina E6 interactia con la proteina p53, la cual se encuentra mutada en muchas
neoplasias humanas (Nevins, 1991; Turek, 1996). La proteina E6, al unirse e inactivar a
P53 por incrementar su degradacion, interfiere en forma importante al prevenir la
apoptosis o muerte celular programada lo cual lleva a la activacion de la telomerasa, un
complejo de ribonucleoproteina responsable para la sintesis de las secuencias repetidas
del telomero, lo cual se encuentra ligado a la inmortalizacion celular y es caracteristica en

la mayoria de los tumores (Klingelhutz, 1996).

En resumen, las oncoproteinas virales E6 y E7 comparten una forma importante de
accion: Ambas activan un grupo importante de genes celulares que codifican enzimas y
proteinas reguladoras implicadas en la progresion del ciclo celular (Turek, 1996). Ambas
proteinas de los tipos de VPH asociados al cancer, tipos 16 y 18, son mas efectivas para
llevar a cabo estas interacciones que aquellas de los tipos 6 y 11 que se asocian en mayor

medida a lesiones benignas (Turek, 1996).



La expresion de las oncoproteinas del virus del papiloma humano (VPH) es necesaria
para iniciar la transformacién maligna, asi como para mantener el fenotipo maligno en

células de cancer cervical totalmente transformadas ( Von Knebel Doeberitz, 1994).

La caracterizacion de las propiedades de crecimiento de estas células indica que el
fenotipo neoplasico esta claramente ligado a la expresién continua de los genes virales
E6-E7 (Von Knebel Doeberitz, 1994). La expresion de los genes virales se encuentra
alterada en el carcinoma del cérvix uterino y estos desarreglos representan pasos

importantes en la carcinogénesis y progresion tumoral (Turek, 1996).

VARIANTES DE VPH

Es bien sabido que existen varias ramas filogenéticas derivadas del VPH, especificamente
del 16: Europea, Asiatica, Asiatica-Americana, Africana 1 y Africana 2. Esta diversidad
viral mas que encontrarse asociada a la ubicacion geografica, se relaciona con las

caracteristicas étnicas de la poblacion (Filla, 2000).

Se define como variantes moleculares, cuando la diferencia en la secuencia de
nucledtidos es menor del 2% en las regiones codificadoras y el 5% en las regiones no
codificadoras del genoma viral con respecto al prototipo de esa cepa (Bernard, 1994,
Villa, 2000). Las bajas tasas de evolucion del VPH hacen pensar que ha co-evolucionado
con su huésped natural por un periodo de varios millones de afios. Las pocas diferencias
en los nucledtidos de las variantes del VPH corresponden a cambios en aminoacidos y
esto puede hacer que haya cambios en las propiedades funcionales y antigénicas de
proteinas virales especificas, por ejemplo, la variante 114K del VPH 16 se introduce a
particulas parecidas a las virales (virus-like) en un sistema de expresion heterologa

mientras que la referencia, esto es el prototipo de VPH 16, no tiene la misma propiedad.

Esto es atribuible al cambio tnico de un aminoécido en el residuo 202 (Asp a His) del
gen L1 otros cambios en L1 o L2 de las diferentes variantes puede ser relevante en el

disefio de vacunas (Villa, 2000). También se ha reportado que variaciones especificas de



VPH 16 puedan interferir con la respuesta inmune de las células T citotoxicas (Ellis,
1995; Villa, 2000).

La policlonalidad de las lesiones y la frecuencia particular de las variantes del VPH,
pueden ser de importancia en el entendimiento de la patogenicidad y las caracteristicas de
los patrones de infeccion (Villa, 2000). Las variaciones intratipicas del VPH han
mostrado ser un importante predictor en la progresion de las lesiones cervicales asi como
es de utilidad para estudios en los que se quiera determinar los patrones de transmisién y

persistencia del virus (Franco, 1994, Xi, 1995; Villa, 2000).

Estas variantes del VPH han sido determinadas en diferentes paises, en nuestro pais se
han podido determinar variantes de los serotipos 16, 18 y 45 (Lizano, 1996),
encontrandose variaciones tanto en la secuencia de nucle6tidos como en aminoacidos
resultantes. Se encontré ademds, que algunas de éstas variantes se encuentran en ciertas
estirpes histol6gicas especificas, lo cual hace pensar que cada una de las variantes pudiera
tener un comportamiento biolégico diferente en comparacion con el virus prototipo
(Lizano, 1996).

CANCER DE CERVIX Y ANGIOGENESIS

El céncer cervical es uno de los tumores malignos mas comunes, ocupando la segunda
causa de muerte por cancer en mujeres a nivel mundial (DeVita, 1997). En México es la
principal muerte por cancer de la poblacion femenina en edad reproductiva (RHNM,
2002).

La radioterapia y la cirugia (Histerectomia radical con linfadenectomia pélvica
bilateral ) son los pilares fundamentales del tratamiento del carcinoma cervico-uterino y
la elecciéon del mismo depende de una serie de factores entre los que se incluyen el
estadio clinico, tamafio del tumor, tipo histoldgico, la presencia de contraindicaciones
médicas para radioterapia o cirugia y la preferencia de la paciente en ciertos casos

(DiSaia, 1999).
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En general, el cincer microinvasor ( IAl ) se puede tratar conservadoramente mediante
conizacién o histerectomia extrafacial y los tumores tempranos ( [A2, IB1 y algunos IIA
pequefios) se pueden manejar ya sea con radioterapia o con cirugia radical
(histerectomia radical y linfadenectomia pélvica bilateral). En los tumores localmente
avanzados (IB2 a IVA) la radioterapia en combinacién con quimioterapia concomitante

es la modalidad terapéutica mas importante (Duenas-Gonzalez et al. 2003).

El carcinoma cervical se origina en la unién escamo-columnar ya sea en el canal
endocervical o en la porcion cérvico-uterina. La lesion precursora es displasia o
carcinoma in situ (neoplasia intraepitelial cervical -NIC-) que posteriormente puede
convertirse en cancer invasor. Este proceso puede ser muy lento y se ha observado que

puede tomar desde 1 a 12 afios (DeVita, 1997).

En general, el cancer cervical progresa de manera ordenada. La extension del tumor
cervical puede manifestarse como una ulceracién, un tumor exofitico o la infiltracion
extensa del tejido subyacente incluyendo la vejiga o el recto, ademas puede diseminarse
por via de los canales linfaticos regionales o del torrente sanguineo. La diseminacion
tumoral generalmente es una funcion de la extension e invasion de la lesion local en el

estroma del cérvix (DiSaia, 1999).

La primera demostracion en el cambio al fenotipo angiogénico ha sido informada
recientemente en lesiones pre-invasoras del cérvix uterino (Dellas, 1997; DiSaia 1999),
evaludndose la cantidad de vasos mediante tinciones de inmunohistoquimica, conforme la
lesion progresa hacia un grado mayor la cantidad de microvasos aumenta, lo cual refleja
la expresion de algunos factores de crecimiento expresados por las células displasicas
(Smith-McCune, 1994; Dellas, 1997; Dobbs, 1997). Autores como Satfl, Mattingly y
Abulafia, han sugerido que la neovascularizacién se observa en aquellos casos de

carcinoma in situ que progresan a enfermedad invasora (Stafl, 1975; Abulafia, 1996).



En tumores invasores el incremento en la microvasculatura tumoral se ha asociado con un
periodo libre de enfermedad menor (Chodak, 1980, Wakui, 1992, Folkman, 1995;
Srivastava, 1998; Horak, 1992), sugiriendo que las propiedades angiogénicas se
correlacionan con la agresividad de la clona tumoral (Folkman, 1995). Lo anterior ha sido
informado por multiples autores (Schlenger, 1995; Dellas, 1997; Obermair, 1998),
observandose también en un grupo de pacientes en el Instituto Nacional de Cancerologia
de México, en las cuales se asocio el aumento de la densidad microvascular y la edad con
una mayor tasa de recurrencia y un periodo de supervivencia mas corto en aquellas
pacientes menores de 40 afios con estadios clinico IIb y con densidad microvascular

mayor de 20 (Cantu de Leon, 2003).

INTERACCION HORMONAL

De las hormonas esteroideas, el estradiol es importante tanto en hombres como en
mujeres para una gran variedad de procesos fisiologicos. Los estrogenos afectan el
crecimiento, diferenciacién y funcion de tejidos del sistema reproductor, incluyendo
glandula mamaria, ttero, vagina y ovarios en las mujeres, mientras que en los hombres,
interviene en la funcién testicular, prostatica y del epididimo. Juega papel importante en
el mantenimiento de la densidad dsea y protege contra la osteoporosis, asimismo se ha
considerado un efecto protector del corazon, esto debido a sus efectos en los lipidos
sanguineos. Por otro lado, hay evidencia tanto clinica como experimental que sugiere a
los estrogenos como un factor dominante en la iniciacién o progresion de tumores como

el cancer de mama (Hyder, 2001).

En ratas se ha observado que el estradiol regula el crecimiento de tumores mamarios
inducidos por 7,12-dimetilbenza-antraceno. Esta regulacién representa un cambio
transcripcional directo (Nakamura, 1996, Hyder, 1998).



El conocimiento de la regulacion angiogénica puede dar una mayor visién para entender
los mecanismos responsables para el crecimiento tumoral y las metastasis, tratamientos
farmacologicos y medidas que puedan disminuir la incidencia tumoral. Se ha reportado
que las hormonas esteroideas controlan la expresion de VEGF. Especificamente se ha
observado que los estrogenos regulan la expresion de VEGF en el utero, siendo
importante la estimulacion para reparar y regenerar el endometrio posterior a la
menstruacién y en situaciones patologicas como el crecimiento de los tumores (Hyder,

1998, Hyder, 2001).

Hay estudios epidemiolégicos que muestran un mayor riesgo en neoplasia cervical en
pacientes que utilizan anticonceptivos orales. Los cambios hormonales también juegan un
papel en el incremento en la prevalencia de la infeccion por VPH del tracto genital
inferior de las mujeres durante el embarazo. El mecanismo de la activacién de la
infeccidn y de la oncogénesis puede involucrar la presencia y expresion de elementos que
responden a glucocorticoides de la region no codificadora del VPH, especificamente del
subtipo 16 ( Pater, 1990; Lacey, 2000).

Se conoce claramente que los progestigenos incrementan la expresion de VEGF en el
utero tanto de humanos como de roedores. Asimismo, esto puede ser bloqueado por el
anti-progestageno RU486 sugiriendo que esto puede ser mediado por el sistema clasico
de los receptores de progesterona a nivel transcripcional. De igual manera, disminuye la
respuesta hormonal de los elementos de respuesta a glucocorticoides y de los elementos
de respuesta a progesterona del VPH. Aunque el mecanismo bioquimico especifico por el
cual los progestagenos elevan el VEGF requiere ser descrito en su totalidad. Los niveles
plasmaticos en valores nanomolares que estimulan un gen para la expresiéon de VEGF se
alcanzan facilmente después de la ingestién de anticonceptivos orales que contengan
noretindrona y norgestrel asi como en el pico maximo que se alcanza en la fase ldtea del
ciclo menstrual lo cual sugiere la posibilidad que la exposicion a progestigenos de
cualquier fuente ya sea farmacolégica, fisioldgica o ambiental pueda jugar un papel en el

desarrollo de neoplasias aumentando los niveles de un factor angiogénico (Hyder, 1998).
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Sin embargo, la regulacion de la expresion de éste factor es complejo y tiene
especificidad para especie, hormona y caracteristica celular. Los progestagenos, aun
cuando incrementan la angiogénesis regulada por VEGF, lo cual favorece las metéstasis;
al mismo tiempo disminuyen la proliferacién celular por un mecanismo diferente, esto es
de particular importancia ya que se ha descrito un incremento en la expresion de
moléculas de adhesién, tales como la beta-1-integrina lo cual tiene un papel importante
en las metéstasis facilitando el transito de células tumorales a través de la membrana

basal facilitando su entrada a la circulacion (Hyder, 1998, Hyder, 2001).

ICI-182,780 es un compuesto que es catalogado dentro del grupo de los moduladores de
receptores estrogénicos electivos (SERMs) con una funcién anti-estrogénica pura que
bloquea la transcripcion proveniente de los dominios AF-1 y AF-2, asi como induce
degradacion del receptor estrogénico lo cual lleva a una reduccion importante en la
concentracion celular de estrogenos (Fawell, 1990; Osborne, 2000). Esta droga ha
demostrado actividad antitumoral en modelos preclinicos, tal es el caso de lineas
celulares resistentes a tamoxifén que pueden ser sensibles a la inhibicion por ICI-182,780
(Wakeling, 1993; Osborne, 2000). Cuando las células MCF-7 son crecidas en un modelo
de raton atimico, ICI-182,780 demuestra una inhibicién importante en la tumorigénesis
asi como en la regresion tumoral, de igual manera cuando los tumores en éstos modelos
desarrollan resistencia al tamoxifén, la inhibicion por ICI-182,780 continua siendo
importante (Osborne, 1995; Ellis, 1997, Osborne, 2000).

La presencia de receptores estrogénicos y progestagenos en el epitelio cervical y la
presencia de lesiones relacionadas a VPH sugieren una respuesta hormonal local lo cual
puede contribuir al desarrollo de carcinomas del cuello uterino, especificamente
adenocarcinomas, lo cual se ha observado por Lacey y cols al encontrarse una asociacion
positiva entre los adenocarcinomas cervicales y la utilizacion de terapia hormonal de

reemplazo (Lacey, 2000).



La induccién hormonal de la expresion génica viral puede constituir uno de los
numerosos eventos en la etiologia de la carcinogénesis cervical. Los elementos de
respuesta hormonal del VPH pueden modular la transcripcion de E6 y E7. Un aumento en
las concentraciones de éstas proteinas resultan en un incremento en la posibilidad de
asumir el estado morfolégicamente transformado de la célula infectada, en consecuencia
altas concentraciones de algunas hormonas esteroideas pueden constituir factor de riesgo

en la carcinogénesis cervical (Chan, 1998; Kim, 2000).

JUSTIFICACION

El cancer cervico-uterino es un problema de salud publica de nuestro pais a pesar de los
esfuerzos que se realizan para su deteccién temprana. La mayoria de los casos por lo
tanto, se presentan en etapas avanzadas en donde el tratamiento no es del todo
satisfactorio. La disponibilidad de nuevos agentes terapéuticos incluyendo sustancias
anti-angiogénicas (anticuerpos monoclonales contra el VEGF, talidomida, interferones,
etc) hace necesario tener un conocimiento mas profundo del papel de la angiogénesis en

el desarrollo y progresion del cancer cervico-uterino.

Los factores de crecimiento tales como el VEGF son necesarios para la formacién de
nuevos vasos y se relaciona con la aparicion del genotipo angiogénico. Por otra parte, las
oncoproteina E6 del VPH esta claramente implicada en la etiologia y progresion de este
tumor por lo que se justifica estudiar el papel de ésta en la regulacién de la expresion del

VEGF, asi como su interaccion con ciertas hormonas.



HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

La expresion del gene E6 del VPH 18 prototipo (WT) y una variante del mismo no
incrementan la expresion del VEGF en la linea celular derivada de cancer mamario
MCF-7 y no hay ninguna interaccion con estradiol y progesterona, ni con sus

antagonistas.

HIPOTESIS ALTERNA

La expresién del gen E6 del VPH 18 prototipo (WT) y de una variante aumentan la
expresion de VEGF en la linea celular MCF - 7.

Los niveles de VEGF seran mayores en las células tratadas con estradiol y progesterona
que las no tratadas.

La utilizacién de anti-estrogenos y anti-progestagenos tendran efectos inhibitorios en los
niveles de VEGF.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de las hormonas sexuales y de sus antagonistas sobre la expresion de

VEGF en la linea celular MCF-7 que expresa el gen del VPH E6 y de una variante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Analizar la expresion de VEGF mediante ELISA en la linea celular MCF
-7 con y sin expresion de E6 del VPH 18 y una variante.

2.- Analizar la expresion de VEGF al agregar estradiol y/o progesterona al medio
de cultivo de la linea celular MCF-7 con y sin expresion de E6 del VPH 18 y
una variante.

3.- Analizar la expresién de VEGF al agregar estradiol y/o progesterona mas un
inhibidor de las mismas hormonas al medio de cultivo de la linea celular MCF-7

con y sin expresion de E6 del VPH 18 y una variante.
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MATERIAL Y METODOS

Células y condiciones de cultivo

La linea celular MCF-7 de céncer de mama es negativa para VPH y es sensible al
estimulo hormonal y anti-hormonal, ya que expresa receptores de estradiol 'y

progesterona (Nawas, 1999; Ruohola, 1999).

Las células se cultivaron en medio DMEM/F12, suplementado con Suero Fetal Bovino
(SFB) al 5% en cajas de cultivo (Nunc, Roskilde, Dinamarca ) hasta llegar a una

confluencia del 80%, tiempo en que se realizaron todos los experimentos.

Transfeccion

Se cuentan con los vectores de expresion para eucariotes PCDNA3J el cual contiene las
secuencias del gen E6 del virus del papiloma humano 18 y de una variante. Asi mismo,

éste vector contiene integrado el gen de resistencia al analogo de neomicina (G418).

Las células se tranfectaron, seleccionaron y expandieron antes de ser investigadas para
confirmar si expresaban E6 wt y E6 Var2, mediante Western Blot. Para obtener clonas
control, se realizard la transfeccion vacio, es decir, sin las secuencias de los genes de

E6.(Fig. 1).
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RT-PCR E6 (MCF7 + E6)

iarcador
molecular 100ph
G wt

Eb var 2

QiR

Hela

Fig. 1 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES E6
MEDIANTE RT-PCR

Aplicacion de Drogas

Una vez verificada la expresion de E6 (Fig. 1) y continuando el crecimiento celular en
cajas de cultivo con DMEM/F12 suplementado con SFB 10%, llegando a una confluencia
del 80% se procedié al desprendimiento celular con tripsina sembrandose 25,000 células
en pozos de cultivo cambiandose ahora el medio a RPMI sin rojo fenol suplementado con
SFB 5% desactivado por filtracion con carbon dextran y dejandose cultivar por 24 hrs., se
procedié a la aplicacion de Estradiol (E2) a dosis de 1 nM, Progesterona 10 nM, el

antiestrogeno ICI-182.780 1 pM, y el antiprogestageno RU-486 1 pM.

Se procedi6 a la recoleccién del sobre-nadante de cada uno de los pozos y se congeld a -
70°C. Los tiempos a los que se tomaron estas muestras fueron a las 12, 24 y 36 horas

después de la aplicacion de los medicamentos.



ELISA para VEGF

La produccion de VEGF se cuantificé mediante ELISA especifica para proteina VEGF
humana o de ratén, tal como lo describe el fabricante. Los resultados se expresaron tanto
en concentracion absoluta de VEGF (en pg/ml; €j. Produccién de VEGF en pg / ml / 10°
celulas/tiempo de acondicionamiento; 6-48 hrs), o como porcentaje de cambio

comparado con los controles respectivos.
Descripcion del Ensayo

Los ensayos biologicos para VEGF se basan en sus efectos proliferativos en células
endoteliales no son 100% especificos. El inmunoensayo para VEGF Quantikine es una
fase s6lida de ELISA disefiada para medir los niveles de VEGF 165 en sobrenadantes de
cultivos celulares, suero y plasma. Contiene VEGF 165 recombinantes humano y anti-
cuerpos desarrollados contra la proteina recombinante. Los resultados obtenidos para
VEGF humano natural y el VEGF 121 humano recombinante muestran curvas lineares
que son paralelas a las curvas estandar obtenidas al utilizar los Kits Quantikine. Estos
resultados indican que este kit puede ser utilizado para determinan valores relativos de

VEGF humano natural.

Principios del Ensayo

Este ensayo utiliza la técnica de inmunoensayo enzimatico cuantitativo en sandwich. Se
ha adherido un anticuerpo monoclonal especifico para VEGF a la microplaca. Tanto los
estandares como las muestras se pipetean dentro de los pozos y cualquier cantidad de
VEGF presente se une mediante el anticuerpo inmovilizado. Después de lavar todas las
sustancias no adheridas, se agrega un anticuerpo policlonal especifico ligado a una
enzima. Después de lavar para eliminar todo el reactante anticuerpo-enzima no adherido
se agrega una solucion de sustrato desarrollandose color, siendo la intensidad del mismo
directamente proporcional a la cantidad de VEGF adherido en el paso inicial. Se

desarrolla una reaccion colorimétrica y la intensidad de la misma es evaluada.
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Limitaciones del procedimiento

Si bien la calidad del producto es alta, por si mismo el procedimiento tiene algunas

limitaciones.

Las limitaciones mas importantes serian:

1) Es un instrumento solo para uso experimental no diagnostico.

2) Es importante que el diluyente de calibracion sea el adecuado para el tipo de muestras
que se vayan a utilizar.

3) Si las muestras generan valores mayores que el estindar es necesario diluir las
muestras.

4) Es importante poner mucha atencion en la técnica ya que cualquier variacién en el
diluyente estandar, la técnica de pipeteo, la técnica de lavado, el tiempo y la temperatura
de incubacion pueden alterar los datos que se obtengan.

5) Los receptores solubles o algunas otras proteinas disueltas en las muestras pueden no

interferir con las mediciones sin embargo no puede ser excluida en un momento dado.

REACTIVOS QUE INCLUYE

a) Microplaca de VEGF: Consiste en una microplaca de poliestireno de 96 pozos ( 12
filas de 9 pozos cada una ) recubiertos de un anticuerpo monoclonal murino contra
VEGF.

b) Conjugado de VEGF: 12 ml de un anticuerpo policlonal contra VEGF conjugado con
peroxidasa.

¢) Estandar de VEGF: Tres alicuotas ( 2000 pg/ alicuota ) de VEGF 165 recombinante
humano en una base de proteinas amortiguadas, liofilizado.

d) Diluyente de ensayo RD1W: 11 ml de proteina amortiguada base.

e) Diluyente calibrador RD5K: 21 ml de proteina base amortiguada.

f) Concentrado de amortiguador para lavado: 21 ml de una solucion concentrada 25 veces
de surfactante amortiguado.

g) Reactivo de Color A: 12.5 ml de perdxido de hidrogeno estabilizado.



h) Reactivo de Color B: 12.5 ml de cromégeno estabilizado ( tetrametilbencidina ).
i) Solucién de paro: 6 ml de 2 N acido sulfiirico.

j) Cubiertas de la placa: Cuatro tiras adheribles.

Otros insumos necesarios:

1) Lector para microplaca que sea capaz de medir absorbancia a 450 nm, con sistema de
correccion de longitud de onda a 540 nm o 570 nm.

2) Pipetas y puntas para pipeta.

3) Agua destilada o desionizada.

4) Pipeta multicanal o un lavador de microplaca.

5) Cilindro graduado de 500 mL.

6) Tubos de polipropileno de 12 mm x 75 mm.

Precauciones: La solucion de parado es una solucion é4cida por lo que es necesario

utilizar proteccion en la ropa, manos y ojos al momento de su utilizacién.

Recoleccion y almacenaje de las muestras: Ya que en nuestro ensayo se utilizara
sobrenadante de cultivos celular se debe de tomar en cuenta que el medio de cultivo debe
de tener por lo menos 1% de suero fetal bovino para la estabilidad del VEGF. Sera
necesario eliminar las particulas mediante centrifugacion y realizacion inmediata del
ensayo o hacer alicuotas y guardarlas a — 20 °C, evitando procesos de congelamiento y

descongelamiento.

Preparacion de los reactivos:

Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente.

Solucién de Lavado: Diluir 20 ml del concentrado de la solucion de lavado en agua

destilada o desionizada hasta completar 500 ml de solucion.



Solucién Sustrato: Las soluciones de color A y B se deben de preparar dentro los 15
minutos antes de su utilizacion. Protegerlos de la luz y se requieren 200 pl de cada una
de la soluciones por cada pozo.

Estandar de VEGF: Reconstituir el estindar de VEGF con 1 ml de Diluyente de
calibracion RDSK, lo cual dard una solucién a 2000 pg/ml. Dejar el estindar en reposo

por 15 minutos antes de hacer las diluciones.

Diluciones: Utilizar tubos de polipropileno. Agregar 500 pl del diluyente de calibracion
RDS3K en cada tubo. Utilizar la solucién de sotck para producir una serie de diluciones
( ver la figura ). Mezclar perfectamente antes de hacer la transferencia al siguiente tubo.
La dilucién a 1000 pg/ml se utiliza como el gran estandar. El diluyente de calibracion

RDS5K se utiliza como el estandar cero ( 0 pg/ml ).

REALIZACION DEL ENSAYO

Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente y se recomienda hacerlos por
duplicado ( Fig. 2 ).

1) Preparar todos los reactivos y soluciones.

2) Agregar 50 pl del diluyente de ensayo RD1W en cada pozo.

3) Agregar 200 pl del estandar o muestra en cada pozo. Cubrir con tela adhesiva e
incubar por dos horas a temperatura ambiente.

4) Aspirar cada pozo y lavar, repitiendo el proceso dos ocasiones para tener un total de
tres lavados. El lavado se realiza agregando 400 pl de solucién de lavado. Retirar todo el
liquido antes de cada lavado.

5) Agregar 200 pl del conjugado de VEGF a cada pozo. Cubrir con tela adhesiva e
incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

6) Repetir el proceso de lavado como se marca en el paso 4.

7) Agregar 200 pl de solucion sustrato en cada pozo y proteger de la luz. Incubar por 20

minutos a temperatura ambiente.
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8) Agregar 50 pl de solucion de paro en cada pozo. Sino hay un cambio de color en
forma uniforme mover gentilmente la placa para asegurarse que se hace una mezcla
adecuada.

9) Determinar la densidad 6ptica de cada pozo en menos de 30 minutos utilizando una
lectora de microplaca a una longitud de onda de 450 nm haciendo correccién a 540 o 570
nm, lo cual corregira las imperfecciones opticas de la placa. El no hacerlo proporcionara

datos mas altos y poco precisos.

|
[ 2. Agregar Diluysnte da Ensayo RDTW ]
#n cada pozo 50ul

3. Agregar 200 pl de Estdndar
© Mmuestra en cada pozo

6. Agregar 200pi de Conjugado
en cada pozo.
Incubar 2 horas

Incubar 20 mins.
Proteger de la luz

9. Agregar 50pl de Solucién de Paro
Laer an 30 mins.,
450 nm con correccion a 540 o 570 nm

Figura 2 ESQUEMA DE REALIZACION DEL ENSAYO PARA LA
DETERMINACION DEL VEGF.

8. Agregar 200yl de Solucidn Sustrato J
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Calculo de resultados

Construimos una curva estandar mediante la colocaciéon de la absorbancia promedio de
cada estindar en el eje de las y, y la concentracién en el eje de las x dibujando la curva
que mejor se ajuste. Los datos se pueden linearizar mediante la grafica del log de la
concentracion de VEGF versus el log de la densidad optica y la mejor linea se determina

mediante un andlisis de regresion.

Sensibilidad del ensayo

Utilizando el diluyente de calibraciéon RD5K la cantidad minima detectable de VEGF es
menor a 5.0 pg/ml. El minimo detectable ha sido determinado agregando dos
desviaciones estdindar a la densidad optica promedio de 20 duplicados estindar y
calculando su respectiva concentracion.

Especificidad del Ensayo

El ensayo reconoce VEGF humano natural o recombinante y no se ha encontrado
interferencia con una serie de factores relacionados con VEGF ( ej. thPIGF, rmPIGF-2,

rmVEGF120, mVEGF164, thVEGF165/PIGF ).

Calibracion

El inmunoensayo ha sido calibrado contra VEGF 165 humano recombinante altamente

purificado y producido por R&D Systems.

24



Anadlisis de Datos

Todos los resultados son representativos de tres experimentos reproducibles en forma

independiente.

Se realiz6 descripcion en nimeros absolutos y porcentajes de los resultados asi como

aplicacion de la prueba de ANOVA de una via para correlaciones.
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RESULTADOS

Una vez que se realizo la transfeccion y se verificd la expresion de los genes E6 en las
clonas (Fig 1), se realizaron los cultivos celulares de la linea MCF-7 con DMEM/F12
suplementado con SFB 10%, y llegando a una confluencia del 80%, se procedié al
desprendimiento celular con tripsina sembrandose en cajas de 25cm?* de 24 pozos para
cultivo celular, con fondo plano y tapa de baja evaporizacion (3524 Laboratorio Corning
Incorporated COSTAR®) 10° células por pozo con 1 ml de medio RPMI sin rojo fenol
mas 10 % SFB desactivado con carbon dextran (C/D) y a las 24 hrs. se lavo con PBS 1x,
se agrega medio fresco y las drogas se agregaron en un vehiculo de Et-OH (Grado

Biologia Molecular, Sigma®) a la siguiente concentracion:

E2 = 1nM (1x10-9 M)
PG =10nM (1x10-8 M)

ICI 182.780=1pM (1x10-6 M)
RU-486 =1uM (1x10-6 M)

Se procedié entonces a la recoleccion de sobrenadantes de cada uno de los pozos y se
congeld a —70° C, la recoleccion de los mismos se realizo a las 12, 24 y 36 hrs. después

de la aplicacién de los medicamentos.

La produccion de VEGF se cuantificé mediante ELISA especifica para proteina VEGF
humana o de ratén (R&D/Systems) incluyendo su anticuerpo secundario. La
cuantificacion de VEGF se realizo utilizando un sistema de deteccion de
quimioiluminescencia como ya se ha mencionado previamente en la seccion de ELISA

para VEGF.

Los resultados se expresan tanto en concentraciéon absoluta de VEGF (pg/ml) o como

porcentaje de cambio comparado con los controles respectivos del proveedor.
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EXPRESION DE VEGF EN LAS LINEAS CELULARES CONTROLES

En los controles (considerando como control a la linea celular MCF-7 tanto transfectada

con el gen E6-WT o el gen E6-Var2 como la no transfectada ) observamos un incremento

gradual en la produccion de VEGF en relacion al tiempo en cada linea celular. Asi

tenemos que para MCF-7 sin transfectar, la produccion del factor se incrementa de 31.46
£ 2.06 pg/ml a las 12hrs de cultivo hasta 46.91 + 11.28 pg/ml a las 36hrs y observamos

que en la linea transfectada con el gen WT la expresion del factor llega a ser de hasta
62.52 £8.78 pg/ml a las 36 hrs, lo cual es un incremento de 15.61 pg/ml que representa
un incremento del 33.27% en comparacion con la linea celular no transfectada, ain con

este incremento porcentual importante al realizar la evaluacion no se encontré diferencia

estadisticamente significativa.

120

100

Pg/ml

| OMCF7 Control

| @ Wt Control
' O Var 2 Control
¢ ‘ocas
B W Caski
LINEA 12HRS 24HRS 36HRS
MCF-7 31.4672 39.0476 46.9093
(2.0604) | (5.4761) (11.2776)
WT 34.5432 47.2305 62.5202
(2.9278) | (7.8075) (8.7835)
VAR.2 28.0170 51.0058 59.6808
(1.3013) | (11.2775) | (1.3013)
P .626 .496 74

Cuadro 1. EXPRESION DE VEGF EN LOS CONTROLES. Valores expresados en pg/ml de cada una
de las lineas celulares a los diferentes tiempos de recoleccion. P es el valor de significancia estadistica de la
prueba de ANOVA
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Algo similar sucedié cuando se evalu6 la linea celular transfectada con la variante del gen
(VAR-2), donde observamos que aunque a las 12 hrs se encontrd que la produccion del
factor fue del 10.96% menor, esto cambi6 a lo largo del tiempo teniendo una produccién
a las 36hrs similar que en la linea celular transfectada con el gen WT, y una ves mas al
realizar el analisis estadistico no se encontraron diferencias significativas. Cuando se
realizo el analisis entre las lineas celulares dependiendo de si estaban transfectadas o no
y a lo largo del tiempo de cultivo no hay diferencia estadistica significativa que nos haga
pensar que hay diferencia en la produccién de VEGF dependiendo de la linea celular o

variante ( Cuadro 1).

Al analizar el incremento en numero de veces de incremento de la produccion de VEGF
por cada linea celular vemos claramente que la VAR-2 es la que mas tiene incremento en
la produccién de VEGF de hasta 2.1 veces en comparacion con el resto de los controles (

Cuadro 2).

2.5
2.
1.5 O mef-7
E wt
1 var2
0.51
0_ -

Cuadro 2. EXPRESION DE VEGF EN LOS CONTROLES, INCREMENTO EN NUMERO DE
VECES. Se toma la expresién del VEGF a las 12 hrs como el basal y se observa el incremento conforme

pasa el tiempo, aqui se observa un incremento mayor en la linea transfectada con VAR-2
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INFLUENCIA DEL ESTRADIOL EN LA EXPRESION DEL VEGF

Cuando agregamos estradiol a cada linea celular y la comparamos con el control (sin
medicamento) observamos que el efecto del mismo es evidente tanto en la linea celular
MCEF-7 sin transfeccion con un incremento en la produccion del factor de 1.3 veces
comparado con el control desde las 12 hrs hasta 3.3 veces. El valor inicial sin
medicamentos comparado con el cultivo a 36hrs, lo cual muestra una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.0001). Ademas observamos que en la linea celular
transfectada con VAR-2 el efecto es mayor obteniendo datos crudos de produccién de
VEGF que van desde 136.36 +13.88 pg/ml hasta 359.301 + 21.69 pg/ml, lo cual
representa un incremento en la produccién del factor de 4.3 veces hasta 7.6 veces en
relacién con el valor inicial del control. Tomando en cuenta que para los controles no
encontramos diferencias significativas en la produccion del factor decidimos tomar como

valor de referencia el de MCF-7.

Efectos similares encontramos en la linea transfectada con el gen WT de E6 de VPH 18
donde encontramos elevacion en la expresion del VEGF de 2.8 veces (90.38+2.60 pg/ml)
hasta 6 veces (282.96+14.75 pg/ml) el valor de referencia de VEGF, lo cual es
estadisticamente mayor comparado con el control a las 12hrs (p< 0.0001), disminuyendo
esa diferencia a las 24 hrs y volviéndose a instalar a las 36 hrs de incubacion con la droga
(p=0.001).

Esta mayor produccion de VEGF la pudimos observar en la VAR-2, sin embargo cuando
tratamos de encontrar alguna diferencia en la produccién de VEGF entre el WT y la
VAR-2 no fue posible a las 24hrs (p= 0.216) pero si a las 36 hrs con una mayor
producciéon de VEGF por parte de la VAR-2 (p=0.022) (Cuadro 3).

Intentamos ver si habia una influencia del estradiol sobre una linea celular de cincer
cervicouterino que nativamente expresa VPH ( CASKI ) y otra que no lo expresa (C33) y

no fue posible determinar diferencias estadisticamente significativas.
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ESTRADIOL
400
350
300 -
250 O mef7 control |
T =200 @ mcfrest
~ - O wiast
E O var2est
100
S50
o
CONTROL MCF-7 wT VAR-2 P
A B C
12 HRS 31.4672 42.5477 90.3804 136.3580 .0001
(2.0604) (2.3857) (2.6024) (13.8800)
24 HRS 39.0476 85.2722 138.9605 181.4682 A.B = .078
(5.4761) (20.3863) | (9.5426) (32.9650) A,C = .003
B,C =.216
36 HRS 46.9093 157.7087 | 282.9660 359.3064 A.B = .001
(11.27786) (34.2664) | (14.7476) (21.68786) A,C = .0001
B,C = .022

Cuadro 3. INFLUENCIA DEL ESTRADIOL EN LA EXPRESION DEL VEGF. Valores expresados
en pg/ml de cada una de las lineas celulares a los diferentes tiempos de recoleccion posterior al afadir el

estradiol. P es el valor de significancia estadistica de la prueba de ANOVA

Al realizar una evaluacion en el incremento de la produccion de VEGF en relacion con la
influencia del estradiol pudimos encontrar un incremento exponencial con el paso del
tiempo no teniendo relacion con la dosis ya que es la misma para las tres lineas celulares.
En relacion con los controles vimos que la linea celular que mas respondia fue la linea
transfectada con VAR-2, desde las doce horas de exposicion al estradiol hay incremento

de hasta 4.3 veces hasta 7.6 veces a las 36 horas, como se observa en el cuadro 4.
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Cuadro 4. INFLUENCIA DEL ESTRADIOL EN LA EXPRESION DEL VEGF, INCREMENTO EN
NUMERO DE VECES. Se toma la expresion del VEGF a las 12 hrs como el basal y se observa el
incremento conforme pasa el tiempo, aqui se observa un incremento mayor en la linea transfectada con

VAR-2 posterior al afiadir el estradiol.

INFLUENCIA DE LA PROGESTERONA EN LA EXPRESION DEL VEGF

Al agregar Progesterona (P) a los medios de cultivo con las diferentes lineas celulares

observamos lo siguiente:

Al afiadir esta hormona a la linea celular MCF-7 se producia una disminucién en la
produccion del VEGF, lo cual podria esperarse ya que esta linea tiene receptores para P
y como efecto se espera la diferenciacion celular, lo cual evita que se replique y no se

exprese el VEGF, este efecto se mantiene durante todo el tiempo de incubacion.

El afiadir P a la linea celular transfectada con E6-WT se produce un incremento de la
produccion de VEGF que va de 1.1 veces ( 35.21+3.47 pg/ml ) hasta 1.8 veces
(85.10+5.64 pg/ml ) en comparacién con sus controles a lo largo de los tiempos de
cultivo establecidos. Los incrementos que son estadisticamente significativos se observan

a las 24hrs (p=10.012) y 36 hrs (p = 0.001) respectivamente.
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Datos similares encontramos al agregar P a la linea transfectada con la E6- VAR-2. Se
observd un incremento casi del doble (1.9 veces) a las 24 hrs con valores de VEGF de
60.37 £1.73 pg/ml hasta 2.2 veces ( 107.22 £6.94 pg/ml ) a las 36 hrs de incubacion, lo

cual es significativamente mayor a lo largo del tiempo (p = 0.001).

Al comparar los resultados entre las lineas que expresan E6-WT y E6-VAR-2
encontramos que VAR-2 tiene una mayor influencia por parte de la P en la expresion del
factor que WT, siendo significativamente mayor para VAR-2 en los tres tiempos de

evaluacién (p = 0.028 hasta p = 0.001).

Al igual que el estradiol intentamos ver si habia una influencia de la progesterona sobre
una linea celular de cancer cervicouterino que nativamente expresara VPH (CasKi) y otra
que no lo expresara (C33) y no fue posible determinar diferencias estadisticamente

significativas. (Cuadro 3).

E
13
&
CONTROL | MCF-7 WT vAR2 | P
A B c
12 HRS 31.4672 777764 | 352138 | 60374 | ABaSS
(2.0604) (02169) | (3.4700) | (1.7350) | AC=.001
B,C =.001
24 HRS 30.0478 33.0935 | 45.6239 | 56.4677 | AB=.012
(5.4761) (4.9882) | (2.6025) (3.0063) | AC=.001
B,C =.028
36 HRS 46,9093 440004 850953 | 1072168 | AB=.001
(112776) | (1.6266) | (5.6387) | (6.9400) | AC=.0M
B,C =.002

Cuadro 5. INFLUENCIA DE LA PROGESTERONA EN LA EXPRESION DEL VEGF. Valores
expresados en pg/ml de cada una de las lineas celulares a los diferentes tiempos de recoleccion posterior al

anadir la Progesterona. P es el valor de significancia estadistica de la prueba de ANOVA
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Al realizar una evaluacion en el nimero de veces de incremento en la produccién de
VEGF observamos que la linea celular no transfectada mostraba un decremento en la
produccién del factor en comparacion con los controles a los diferentes tiempos. En las
diferentes lineas transfectadas observamos un incremento en la expresion del factor desde
el 10% a las 12hrs hasta 228% a las 36hrs en la linea transfectada con VAR- 2, mientras
que la linea transfectada con WT no muestra un incremento de mas del 80% a las 36 hrs
lo cual representa que la VAR-2 responde més al estimulo de progesterona como se

observa en el cuadro 6.

O control-mef7
Omet-7

Bwt

Ovar-2

Oc33

M caski

Cuadro 6. INFLUENCIA DE LA PROGESTERONA EN LA EXPRESION DEL VEGEF. Se toma
la expresion del VEGF a las 12 hrs como el basal y se observa el incremento conforme pasa el tiempo,
aqui se observa un incremento mayor en la linea transfectada con VAR-2 posterior al afiadir la

Progesterona.
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INFLUENCIA DEL ICI-182.780 EN LA EXPRESION DEL VEGF

El agregar ICI-182.780 que es un anti-estrégeno puro, observamos que en las primeras 12
hrs de incubacién no se encontraba una disminucién importante en la produccién del
factor de crecimiento en ninguna de las lineas celulares, aunque si habia una reduccién en
la produccién del VEGF no mayor del 30% en comparacién con el valor de referencia ese
valor no era estadisticamente significativo.

A las 24hrs de cultivo la tendencia continuaba igual con una reduccion en la produccion
de VEGF mas importante para VAR-2 (19.99+1.52 pg/ml) en comparacion con el valor
de referencia no fue factible encontrar una diferencia estadisticamente significativa entre
las diferentes lineas celulares cuando se agregaba el ICI (p=1).

En la evaluacion a las 36 hrs encontramos un efecto contradictorio en la linea celular con
el gen WT donde efectivamente habia un incremento en la produccion de VEGF de hasta
46.45+4.55 pg/ml en comparacion con las otras dos lineas celulares que se cultivaban con
ICI, este valor es muy similar con el valor de produccion del VEGF en la linea celular
incubada sin medicamentos. (Cuadro 7).

Intentamos ver si habia una influencia del ICI sobre una linea celular de cancer
cervicouterino que nativamente expresara VPH (CasKi) y otra que no lo expresara (C33)

y no fue posible determinar diferencias estadisticamente significativas.

T [Emer canwar]
- (mmeriei i
] |
O ver2iol

CONTRO | MCF-7 wT VAR-2 P
L A B c

12 HRS 314672 29.7520 | 22.1613 | 29.5356 | AB =1
(2.0604) (1.3013) | (8.2894) | (5.4219) |AC=1

BC=1
24 HRS 39.0476 20.5047 | 21,2938 | 19.9926 |AB=1

(5.4761) (3.0008) | (0.2169) | (1.5182) |A.C=1
BC =1

36 HRS 46.9093 28.3664 | 46.4514 | 20.9689 | A,B = .001
(11.2776) | (0.7591) | (4.5844) | (0.6507) | AC=1

BCa 001

Cuadro 7. INFLUENCIA DEL ICI EN LA EXPRESION DEL VEGF. Valores expresados en
pg/ml de cada una de las lineas celulares a los diferentes tiempos de recoleccion posterior al afiadir el ICI-
182.780. P es el valor de significancia estadistica de la prueba de ANOVA
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Al observar el comportamiento de la produccion de VEGF al aplicar el ICI observamos
un decremento de hasta el 49% a las 24hrs en la linea transfectada con VAR-2 efecto que
se sostiene a lo largo del tiempo mientras que en la linea transfectada con WT pierde al
paso del tiempo llegando practicamente a la linea basal en comparacion con el control a

las 36 hrs como claramente se observa en el cuado 8

1.4
1.2

14 1 0'9?1. . O control-mcf7

.93 Omcf7
0.81] B wt
0.6111 var2
Hec33

AT
0 M caski
0.24]

0

12

Cuadro 8. INFLUENCIA DEL ICI EN LA EXPRESION DEL VEGF, EXPRESADO EN CAMBIO
EN VECES CON RESPECTO AL BASAL. Se toma la expresion del VEGF a las 12 hrs como el basal y
se observa el incremento conforme pasa el tiempo, aqui se observa un inhibicion mayor en la produccion de

VEGFen la linea transfectada con el Gen de E6 no importando si es WT o Var2.
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INFLUENCIA DEL RU486 EN LA EXPRESION DEL VEGF

Se agregé RU486 que es un anti-progestageno, con el fin de intentar identificar que
influencia podria tener el mismo en la expresion del VEGF; encontramos resultados poco
alentadores ya que tanto en la linea celular MCF-7 como en la que expresa el gen E6
VAR -2 alas 12 hrs de cultivo en presencia de la droga no se logré un efecto inhibitorio
en la produccion de VEGF sino por el contrario se encontré un incremento en la
produccidn del mismo mas no en la linea celular que expresa el gen WT de la E6 donde si

se observa una disminucién en la produccion del mismo.

A las 24 hrs de incubacion la produccién del factor de crecimiento es similar a la de la
linea celular control sin la droga y se observa que entre las diferentes lineas celulares

implicadas no se llega a observar una diferencia estadisticamente significativa.

A las 36 hrs de cultivo se observa una persistencia en la inhibicion de la produccion del
factor cuando se compara con la linea celular control sin droga. Se observa ademés, una
inhibicién mas pronunciada en la linea celular transfectada con el gen E6 WT cuando se
compara con las otras dos lineas celulares dando la impresion de ser ésta la mas sensible

a su accidn, sobretodo en relacion con el tiempo de exposicion. (cuadro 9).

Intentamos ver si habia una influencia del RU 486 sobre una linea celular de cancer
cervicouterino que nativamente expresara VPH ( CASKI ) y otra que no lo expresard
( C33) y no fue posible determinar diferencias estadisticamente significativas, por lo que
solo mostramos datos a las 24 hrs de incubacién con la droga donde se observa
claramente que no existe ninguna influencia de esa droga en estas lineas celulares, lo que
puede orientar a pensar en que la produccion de VEGF o el efecto inhibitorio en la misma

tiene relacion estrecha con el gen de E6 de un virus especifico.
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o mef7 caontral
| @ mefTruass
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1 S var2ru48e

CONTROL

—
MCOCF-7
A

VAR-2
L=

12 HRS

31.48672
(2.0604)

T4.6453
(39.25485)

18.8082
(1.3013)

51.0058
(9.85428)

AB = 35
AC =1
B.C=1

24 HAS

39.0476
{(S.4781)

34.1381
(8.1327)

27.5832
{5.2050)

21.0770
(3.0383)

AB = .38
AC =1
B8,C = .4

36 HAS

46.9093
£11.27786)

31.9663
(8.0244)

214107
(1.8073)

as.a47s1
(4.9882)

AB = .07
AC = 035
B,.C = .001

Cuadro 9. INFLUENCIA DEL RU- 486 EN LA EXPRESION DEL VEGF. Valores expresados en

pg/ml de cada una de las lineas celulares a los diferentes tiempos de recoleccién posterior al afiadir el

RU486. P es el valor de significancia estadistica de la prueba de ANOVA

Al revisar los cambios en la produccién del VEGF con respecto al basal observamos que

en la linea transfectada con VAR-2 a las 12hrs no hay inhibicion sino incremento del

60% en la produccion del VEGF, ocurriendo un efecto similar en la linea MCF-7 sin

transfectar, en la que el incremento es de 2.3 veces comparado con el control,

desapareciendo el efecto estimulador a las 24hrs en que la produccién disminuye hasta en

un 47% en relacion con los controles manteniéndose a lo largo del tiempo como se

muestra en el cuadro 10.

24

0 control mef?
0 me?

Bw

O varz
Oc3z

B caswki

Cuadro 10. INFLUENCIA DEL RU- 486 EN LA EXPRESION DEL VEGF. Se toma la expresion del

VEGF a las 12 hrs como el basal y se observa el incremento conforme pasa el tiempo, aqui se observa un

inhibicion mayor en la produccion de VEGF en la linea transfectada con el Gen de E6 no importando si es
WT o Var2.
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DISCUSION

El desarrollo de los tumores solidos es un proceso en el que ocurren numerosos cambios
que requieren la unioén o colaboracion de maltiples pasos clave (Hanahan, 2000) Una
caracteristica critica que deben adquirir las células transformadas es la habilidad de
obtener un mayor suplemento de nutrientes y oxigeno, lo cual se logra mediante la
formacién de nuevos vasos sanguineos, proceso conocido como angiogénesis (Bouck,
1996).

Dada la importancia fundamental del desarrollo de angiogénesis para la progresion de las
neoplasias malignas, es esperable que dentro de las aberraciones funcionales que los
oncogenes del VPH producen se encuentren aquellas encaminadas al desarrollo de la
misma. En la actualidad hay evidencia suficiente que demuestra el papel tanto directo
como indirecto de algunos oncogenes al alterar el balance entre factores proangiogénicos
asi como antiangiogénicos. Por ejemplo, en un modelo de queratinocitos transfectados
con las oncorpoteinas del VPH se ha demostrado que 1la expresion de E6 y E7 disminuye
la expresion de trombospondina y maspina mientras que los niveles de interleucina 8 y

VEFG se incrementan (Toussain-Smith, 2004).

En otro estudio se encontr6 que el encogen ras activa la expresién de factores
proangiogénicos como el VEFG mientras que la pérdida de la funcién de p53 conlleva a

una disminucion en la expresion de moléculas antiangiongénicas (Munger, 2002).

Por otra parte, las hormonas sexuales, estrogenos y progesterona han sido reconocidos
como co-factores en el proceso de malignizacion de las células del cérvix uterino ya que
hay una interaccion con la transcripcién de oncogenes virales del VPH (Kim, 2000). La
proliferacion inducida por estrogeno puede visualizarse como un mecanismo por el cual
las células escamosas y glandulares del cérvix y vagina permiten la progresiéon maligna

(Sup Park, 2003).
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La caracteristica més importante de las lesiones cervicales es la progresion de las mismas
por diferentes estadios histopatologicos desde solo infeccién por VPH hasta carcinoma
invasor (Ganong, 1996). La expresion continta de los genes E6 y E7 del VPH pueden
causar desregulacion persistente del ciclo celular lo cual facilita la inestabilidad genética
(Von Knebel Doeberitz, 1994).

Actualmente, hay suficiente evidencia que demuestra, por ejemplo, que E6 y E7 actian
en diferentes pasos de la inmortalizacidén de células del epitelio mamario humano, asi
como en otros tejidos; E7 actia en forma temprana mediante la inactivacion de la cascada
pl6-pRb lo que permite que haya una mayor supervivencia de las células y que E6 actie

en forma tardia a través de la activacion de telomerasa (Von Knebel Doeberitz, 1994).

Es necesario recalcar que la mayoria de las lesiones cervicales que contienen virus de
VPH de alto riesgo no progresan a lesiones invasoras, lo cual sugiere que existen factores
ambientales o genéticos asociados a la carcinogénesis del VPH, tal es el caso de los
estrogenos ya que se ha observado que estos incrementan la transcripcién de las proteinas
transformadoras del VPH-16 (Warren, 1966; Shi, 1999).

Uno de los mecanismo sugeridos es el incremento en la génesis vascular causado por
estas hormonas, lo cual se encuentra bien evaluado en estudios observacionales que han
mostrado que la mayor parte de los tumores cervicales aparecen en los sitios con mayor
respuesta a estrégenos, esto es, la zona de transformacion (Webster,2001). Al mismo
tiempo se incrementa la incidencia de deteccion de DNA del VPH durante el embarazo,
asi como en pacientes que utilizan anticonceptivos orales combinados por periodos
prolongados de tiempo, llegando a incrementar la tasa de riesgo de desarrollo de céncer

cervicouterino en hasta 2 veces (DiSaia, 1999).

Otro dato importante que apoya el papel hormonal en el desarrollo de lesiones malignas
en este sitio anatémico es que la expresion génica del VPH 18 varia durante el embarazo
y se incrementa con la presencia de estrogenos y progesterona (Michelin, 1997). Aunque

es claro que los estrogenos incrementan la proliferacion celular teniendo como resultado
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un mayor niamero de células que expresan E-6 y E-7 del VPH el mecanismo exacto en el

que actua en forma sinérgica no se conoce (Webster 2001).

Se ha observado que la expresion ciclica de oncoproteinas del VPH 18 con una
exposicion elevada a estrogenos puede ser necesaria para iniciar la carcinogénesis
cervical, mediante la sobre-regulacion de la transcripcion viral (Sup Park, 2003; Buro,
2003), evidencia de lo anterior son los estudios sobre receptores hormonales en tumores
cervicales intentando dar valor a los mismos como factores prondsticos y como factores
predictivos de respuesta al tratamiento instituido (Suzuki, 2000), aunque el mecanismo
exacto por el cual las hormonas esteroideas incrementan el riesgo para desarrollar cancer

no es claramente entendido( Webster 2001), tal como lo mencionamos anteriormente.

Se ha demostrado que el uso de ICI bloquea la induccion de VEGF mediada por estradiol,
sin embargo hay algunos datos que sugieren que el antiestrogeno bloquea selectivamente
la induccioén de otros genes relacionados al VEGF, lo cual muestra que hay diferencias en
los mecanismos por los cuales los estrogenos inducen este factor de crecimiento, asi
como la expresion de otros genes (genes tempranos, factores de crecimiento y proto-

oncogenes) (Hyder, 1998).

En estudios con lineas celulares que expresan receptores hormonales (ej. MCF-7) la
expresion de VEGF puede ser modificada dependiendo del medio de cultivo utilizado, asi
tenemos que existe una disminucién en forma importante de su produccién en medios
libres de rojo fenol, tal y como lo utilizamos en nuestro estudio, de la misma manera que
se modifica en forma independiente por cada uno de los compuestos anti-hormonales
utilizados, como muestra Hyder y cols. donde existe una disminucion en la produccion
de VEGF al agregar en forma independiente RU486 (Hyder, 1998). Jensen y cols
muestra especificamente que la utilizacion de medios de cultivo libres de suero y sin rojo
fenol inhibe el crecimiento celular en hasta el 20% en comparacién con controles,
concluyendo que se trata de un fendmeno mediado via receptor y asi mismo inhibe la
expresion de genes regulados positivamente por estrogeno, por ejemplo Erb B-2 (Jensen,
2003).

40



En base a lo anterior, dada la interaccion entre las hormonas sexuales, la presencia del
VPH y el efecto proangiogénico de esos factores decidimos evaluar en un modelo de
cancer de mama con la linea celular MCF-7 -la cual expresa el RE y el RP y es
hormonorespondedora-, si la expresion constitutiva del encogen E6 modifica la respuesta
angiogénica —evaluada mediante los niveles de VEGF- de esta linea al estradiol,
progresterona y sus respectivos inhibidores, en medios de cultivo libres de suero y rojo

fenol.

Nuestros resultados demuestran que en la linea MCF-7 control o no transfectada con E6,
el estradiol incrementa la producciéon de VEGF, sin embargo, esta mayor produccion se
incrementa ain mas en las lineas que expresan E6 de hasta 7.6 veces lo que sugiere que el
estradiol podria estar induciendo mayor expresion de la oncoproteina viral y que esta asu
vez activara transcripcionalmente la expresion de VEGF (Sup Park, 2003; Stafl, 1977;
Abulafia, 1996; Watson, 1994; Smith-McCune, 1994, Folkman, 1995; Dobbs, 1997;
Srivastava, 1998). En relacion al efecto de la progesterona, siendo nuestros datos
similares a los resultado de otros autores como Nakamura y cols al comparar el efecto
progestacional encontramos un incremento de hasta dos veces en la expresion de VEGF a
las 36 hrs lo cual es compatible con lo reportado sobre el uso de esta hormona para
estimulacion de este factor (Nakamura, 1996). Hyder y cols en su estudio sobre células
T47-D que son ricas en receptores de progesterona, observa un incremento en la
produccion de VEGF hasta 4 veces mayor en comparacién con el control y en
condiciones experimentales es hormono especifico, tal como nuestros resultados

muestran (Hyder, 1998).

Lo anterior puede ser explicado ya que existe evidencia clara, tanto histérica como en
estudios recientes, que muestran que tanto los estrogenos como la progesterona regulan
la expresion de diversos factores proangiogénicos, dentro de los que se encuentran el
VEGF vy el factor de crecimiento de fibroblastos ( FGF ) y junto a esto tenemos los

ejemplos terapéuticos claros en los que la castracion médica mediante la administracion
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de agonistas de la GnRH disminuyen el tamafio de lesiones uterinas benignas ( miomas
uterinos ) (Hyder, 2000).

Se considera que el efecto estrogénico primario es mediado por receptor hormonal (RE )
ya que la induccion en la expresion del VEGF es muy rdpida y es bloqueada por
antiestrogenos puros (Hyder, 1999) es inhibido por actinomicina D pero no por
puromicina (Cullian-Bove, 1993). Del mismo modo se han identificado EREs
funcionales en el gen del VEGF (Hyder, 2000). La evidencia de este tipo de regulacion
por estrogenos es consistente en los diferentes estudios que lo evaldan, siendo los mas
importantes los que miden la expresion de este factor a lo largo del ciclo de estrogeno
tanto en modelos en ratones (Karuri, 1998) como en el ciclo menstrual del humano
(Shirfren, 1996).

En cuanto a la progesterona, su papel en la expresion del VEGF no ha sido tan bien
estudiada como los estrogenos, sin embargo hay modelos celulares en los cuales la
progesterona incrementa la expresion del VEGF mientras que el antagonista RU-486
bloquea el efecto de la misma, lo cual sugiere que la expresion es mediada por el receptor
de progesterona (PR) (Hyder, 1998).

Con la informacién existente hasta la actualidad hay evidencia suficiente para pensar que
la expresion de VEGF es controlada por las hormonas sexuales, sin embargo es poco lo
que se conoce sobre los mecanismos moleculares que regulan la expresion en el tracto
genital, ademas de existir grandes diferencias entre los diferentes tipos de lineas celulares

y en las diferentes especies (Hyder; 2000).

Interesantemente y conforme a lo esperado, se observa que en las células que expresan
E6 el efecto sobre los niveles de VEGF es mayor debido a que el gen que la expresa
contiene una serie de elementos de respuesta a glucocorticoides ( GRE ). En presencia de
ellos la GRE aumenta la transcripcion de E6/E7 estimulando tanto la proliferacion celular

como el crecimiento tumoral (Weidner, 1991; Wiggins, 1995, Dellas, 1997).
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Hay evidencia suficiente que demuestra la habilidad de las hormonas esteroideas para
potenciar el crecimiento de los tumores cervicales por medio de la inhibicién de la
regulacion del ciclo celular lo cual interfiere con la eliminacion de las células infectadas

por parte del sistema inmune (Stéppler, 1996; Burd, 2003).

En el trabajo de Morales-Pezase sugiere que la administracién de antagonistas
hormonales como RU486 puede ser de utilidad para inhibir la expresion de oncogenes del
VPH 18 en carcinomas cervicales (Morales-Peza, 2002). En nuestro estudio, las células
tranfectadas con var-2 a las que administramos ICI, que es un antiestrégeno puro,
muestran este efecto inhibidor mas no en aquellas transfectadas con WT, donde conforme
pasa el tiempo ese efecto inhibidor se pierde produciendo mas que inhibicién un

incremento en la produccién del VEGF.

El efecto estrogénico puede ser inhibido con un anti-estrégeno puro como es el ICI
182.780, el cual es bien conocido que bloquea muchas respuestas dependientes de la
activacion del receptor de estrégenos. Los anti-hormonales como el ICI 182.780 y RU-
486 no siempre inhiben el incremento de VEGF inducido por estrégenos, como se
observa en nuestro estudio en la determinacion de las 36 hrs, en la cual observamos una
diferencia estadistica importante. Los mecanismos de accion tisular especificos de los
anti-estrogenos puede ser determinado por la habilidad de los receptores estrogénicos a
sus formas homo o heterodimeras y a las sefiales en diferentes vias dependiendo de los

ligandos, promotores y estimuladores, asi como co-factores nucleares disponibles (ref).

En afios recientes se ha propuesto que minimos cambios en el genoma de los diferentes
tipos de VPH producen diferentes patrones de comportamiento en las lesiones que
producen y algunos estudios muestran que estas variaciones confieren diferentes grados
de riesgo para el desarrollo de lesiones cervicales malignas (Hildesheim, 2001). Pocos
estudios evalian el significado funcional de las variaciones genomicas o de las proteinas
dentro de las variantes del VPH. Se ha reportado que las variaciones en la secuencia de la
region controladora larga (LCR) de un aislado de VPH 16 tipo Asiatico-americano puede

ser la responsable de un aumento en la actividad transcripcional. (Kammer, 2000)
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Hecht y cols han sugerido que las variaciones genomicas de los diferentes tipos de
aislados de VPH 18 pueden ser las responsables de una gran espectro de enfermedades
asociadas con el tipo viral. Estos autores han identificado una variante de VPH 18 que se
encuentra hasta en el 40% de las lesiones intraepiteliales cervicales mas no se ha podido
aislar en lesiones invasoras, lo cual puede sugerir un bajo potencial oncogénico en esta

variante (Hecht, 1995) .

Es importante mencionar que mutaciones a nivel de aminoicido puede afectar la
habilidad de la proteina para interactuar con las proteinas celulares y asi promover la
transformacion celular, sin embargo, los cambios silentes no son menos importantes y
pueden afectar la expresion génica a nivel transcripcional, por tltimo es importante
recalcar que la reduccion de uno o varios elementos transformadores no aseguran la
perdida de la habilidad transformadora del virus pero si llevar a cambios en el
comportamiento bioloégico de la lesiéon, en este caso, retrasando el proceso de

transformacion celular (De la Cruz, 2005).

Por otro lado hay estudios que muestran que las variantes de E6 de VPH16 pueden
contribuir a la carcinogénesis o permiten que la célula infectada evada al sistema inmune
del huésped (Brady, 1999). Nuestros resultados no pueden ser concluyentes en este
aspecto ya que a solo se utilizo una sola clona de E6 wild type y una de la variante por lo
cual los resultados en cuanto al efecto de la secrecion basal de VEFG y posterior a la

aplicacion de los medicamentos podria deberse solo a variacion clonal.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados en la linea hormona dependiente MCF7 transfectada o no con €l gen
E6 0 una variante del VPH18 demuestran que la produccion de VEGF es regulada en
mayor o menor grado por las hormonas esteroideas estradiol y progesterona asi como sus

antagonistas.

Interesantemente, en este modelo de expresiéon de una oncoproteina del VPHIS8 los
efectos, particularmente del estradiol y la progesterona son mayores en las lineas que
expresan la oncoproteina viral lo cual puede ser explicado por la potenciacién del efecto

de las hormonas sobre la expresion de VEGF.

El papel potenciador sobre la expresion de VEGF de E6 es demostrado por el efecto
inhibitorio que la progesterona tiene sobre la linea MCF7 y como el efecto se convierte

en estimulatorio cuando la linea MCF7 expresa la oncoproteina viral.

Por otra parte, aunque el efecto no es tan consistente, los antagonistas ICI 182.780 y
RU480 tienden a disminuir la expresion de VEGF a pesar de que las células sean
cultivadas en un medio libre de esteroides lo cual puede ser explicado por el bloqueo de
una actividad estrogénica y progestigena endégena minima mediada o no directamente

por sus receptores.

El efecto diferenciado y variable en relacion al tiempo de la linea MCF7 con la variante
de E6 mas probablemente se debe a variacion clonal ya que en otros modelos esta
variante exhibe menos efectos oncogénicos que la proteina E6 de la clona HPV18 de

referencia.

Finalmente, los hallazgos estimulatorios del estradiol sobre las dos lineas de cancer de
cervix utilizadas, CasKi (VPH+) y C33 (VPH-) que expresan y no receptores hormonales
respectivamente sugieren que en el cancer de cérvix, el 1CI-182.780 podria tener un

efecto terapéutico al disminuir la expresiéon de VEGF.
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