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RESUMEN

El factor vascular de crecimiento endotelial (VEGF) juega un papel importante en el
desarrollo de angiogénesis tumoral y en la progresién de distintos tipos de cdnceres
incluido el CaCU; por lo cual se ha utilizado una terapia dirigida contra este factor de
crecimiento, quien participa en el desarrollo de la angiogénesis tumoral. Se ha
reportado ademas que algunos esteroides como la progesterona, el acetato de
medroxyprogesterona y los glucocorticoides dexametasona y cortisona tienen
actividad anti-angiogénica. Los agentes anti-angiogénicos presentan ciertas ventajas
sobre la quimioterapia convencional que van desde un fdacil acceso a sus blancos en la
vasculatura hasta la independencia de los mecanismos de resistencia de las células
tumorales, ya que su blanco farmacolégico son las células endoteliales. En el presente
trabajo se evalud al antiprogestdgeno mifepristona en combinacion con el cisplatino

sobre el efecto anti-angiogénico en cancer de cérvix.

OBIJETIVO: Evaluar el efecto de la combinacion de mifepristona y cisplatino sobre la
expresion y produccion del VEGF, en lineas celulares de CaCU y en un modelo

experimental in -vivo.

MATERIAL Y METODOS: Para los estudios in vitro, la citotdxicidad de mifepristona
(MF) a 10 uM, cisplatino (CP) a 7.5 y 12 uM para Hela y CaSki respectivamente y su
combinacion (MF y CP) se evalud mediante las técnicas de XTT y cristal violeta. El
efecto de dichos farmacos sobre la expresiéon del gen VEGF se realizd mediante
ensayos de RT-PCR para los genes VEGF-A y VEGF-C, asi mismo se determinaron los
niveles protéicos del VEGF en células Hela y CaSki mediante un kit inmunométrico
TiterZyme® EIA (Assay Designs). En los estudios in-vivo se utilizaron 6 ratones nu/nu
hembras de 8 semanas (20-25 g) a las cuales se les inoculd 5x10° células (s.c.) Hela en
el lomo, cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 10x10 mm se formaron al azar
2 grupos. El grupo 1 recibié una Unica dosis de cisplatino (3 mg/Kg/diaX1dia) y al grupo
2 se le administré un pre-tratamiento de mifepristona (2mg/kg/diaX4 dias) mas
cisplatino a la misma dosis. La toma de muestras se realizé utilizando una cdnula de

microdidlisis, la cual se implanté en el tejido tumoral utilizando una cdnula guia.



RESULTADOS: En la linea celular Hela, se expresa Unicamente el gen VEGF-A, mientras
que en CaSki se expresa tanto el gen VEGF-A como el gen VEGF-C. Cuando se aplicé un
tratamiento combinado de MF y CP, la expresién del gen VEGF-A disminuyd de
manera significativa con respecto a los tratamientos individuales en Hela; contrario a
lo que ocurre en células CaSki en las cuales la expresion de gen VEGF-A no se modificé
con ninguno de los tratamientos; sin embargo, la expresion de gen VEGF-C con el
tratamiento combinado disminuyd de manera significativa.

La combinacion de tratamientos modifico la expresiéon del gen E6 en ambas lineas
celulares estudiadas.

En la determinacion del VEGF secretado en la linea celular Hela y los ensayos in-vivo
sometidos a los distintos tratamientos, observamos una correlacién con los patrones
de expresion analizados con el ensayo de RT-PCR. En el caso de CaSki, la secrecién de
la proteina VEGF-A disminuye de manera significativa con cada uno de tratamientos.
Los ensayos de citotoxicidad muestran que con los tratamientos individuales de MF y
CP la viabilidad celular no se modifica en ninguna de las lineas celulares estudiadas; sin
embargo, su combinacion disminuyd la viabilidad en un 80% en ambas lineas celulares

con respecto al control.

CONCLUSIONES: Los genes VEGF-A y VEGF-C se expresan de manera diferente en las
dos lineas celulares utilizadas, lo cual puede explicarse por la presencia de distintos
tipos de VPH, (HelLa VPH-18 y CaSki VPH-16). Mifepristona presentd un efecto anti-
angiogénico al ser combinada con cisplatino de manera distinta entre ambas lineas
celulares. Aun faltan estudios para dilucidar el mecanismo por el cual se observa éste
efecto; sin embargo, observamos que la oncoproteina E6 tiene una participacién
importante sobre la modulacién de la expresion del VEGF en céncer de cérvix. Las
dosis de cisplatino empleadas en éste trabajo fueron lo suficientemente bajas que al
ser aplicadas de manera individual no mostraron efectos sobre la citotoxicidad, sin
embargo, la combinacién de los tratamientos mostrd un efecto citotdxico sinérgico.

Es necesario realizar mas estudios que nos permitan proponer la inclusion de la
Mifepristona en el esquema convencional de Cisplatino utilizado en cancer de cérvix,

como un posible tratamiento anti-angiogénico en pacientes con cancer avanzado.



1 INTRODUCCION

El cdncer es una de las principales causas de muerte en hombres y mujeres en el
mundo. La Organizacion Mundial de la Salud, reporta que en el 2007 el 13% de las
muertes se debieron a éste padecimiento y se pronostica un aumento en el numero de
muertes en los proximos anos, lo cual hace que se considere un grave problema de
salud y nos alienta a entender y atender lo mas rapido posible la enfermedad, con el
fin de disminuir su incidencia y prevalencia en la poblacién mundial. De los mas de 200
tipos de cancer descritos por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos
(NCI, National Cancer Institute of Health), los que contribuyen de una manera mas
significativa al elevado numero de muertes son: el cdncer de pulmén, estémago,
higado, célon, mama vy cérvix.

El cdncer se puede definir como un grupo de enfermedades las cuales son generadas
por alteraciones genéticas o epigenéticas que originan una serie de cambios por todo
el genoma. Algunos de estos cambios alteran la regulacion de genes asociados al
cancer (activacion de oncogenes, inactivacion de genes supresores de tumores) y
confieren una ventaja selectiva a las células, lo cual les permite expandirse a los
diferentes tejidos y formar tumores. Las células cancerosas pueden diseminarse a

través del torrente sanguineo y el sistema linfatico a otras partes del cuerpo.

1.1 CANCER CERVICO UTERINO

En México, los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte en el aifo 2005; 63,
128 personas fallecieron por esta enfermedad, lo cual representé 12.7% del total de
las defunciones registradas (INEGI).

El CaCU es el segundo tipo de cancer mas comidn en mujeres a nivel mundial (Parkin y
Bray, 2006), en el afio 2005 fue el responsable de 4, 270 decesos (OMS). La mayoria de
los casos se presentan en paises en vias de desarrollo en los cuales es la principal
causa de muerte por cancer en la poblacidn femenina (Ferlay et al, 2004). Este tipo de
cancer lo desarrollan principalmente mujeres que se encuentran entre los 40 y 50 afios

de edad, aunque recientemente se ha incrementado su incidencia en mujeres jévenes.



Diversos factores se han asociado con el desarrollo del CaCu. Entre los mas
importantes podemos mencionar: infeccidén persistente con tipos de virus del papiloma
humano de alto riesgo (VPH’s), el comportamiento sexual, inmunosupresiéon y la
utilizacion de pildoras anticonceptivas entre otros (Walboomers et al, 1999; Clarke y
Chetty, 2002).

Diversos estudios epidemioldgicos demuestran que la infeccion por VPH es el mayor
factor de riesgo para el desarrollo de cancer cervical (Zur Hausen, 2000) ya que se
presenta en casi todos los casos (99.8 %) (Lopez y Lizano, 2006). La infeccidn por VPH,
es un requisito necesario aunque no suficiente para el desarrollo de esta enfermedad,
lo anterior ha sido demostrado por la presencia de ADN de VPH en biopsias de
tumores, la expresién de oncogenes virales, la identificacion de propiedades
transformantes de estas oncoproteinas, la interaccién de las proteinas virales con

proteinas que regulan el crecimiento en el hospedero.

1.1.1 Virus del papiloma humano

Los VPH’s son pequefios virus que consisten en una molécula de DNA circular de doble
cadena y pertenecen a la familia Papillomaviridae. Los virus pertenecientes a esta
familia infectan el epitelio escamoso de una gran variedad de animales incluyendo a
los humanos y son especificos para sus hospederos. Se han identificado alrededor de
200 tipos de VPH’s, de los cuales 40 infectan el tracto genital (De Villiers et al, 2004) y
se transmiten por contacto sexual. Los VPH’'s pueden infectar a las células del epitelio
basal de la piel o a la parte interna de los tejidos. Basado en lo anterior se dividen en
tipos cutaneos o tipos que infectan mucosas. Los tipos cutaneos infectan la piel de las
manos y pies, los tipos que infectan mucosas son especificos para la mucosas bucal, el
tracto respiratorio y el epitelio anogenital (Burd, 2003).

Los tipos de VPH’s que infectan el epitelio anogenital son clasificados segun su grado
relativo de malignidad en: bajo y alto riesgo. Los tipos de bajo riesgo incluyen a los
tipos VPH-6, VPH-11, VPH-42, VPH-43 y VPH-44, entre otros. Los VPH’s de bajo riesgo
se asocian comunmente con condilomas virales o cambios displasicos moderados en el
epitelio cervical (NIC I, Neoplasia Intraepitelial Cervical.) y raramente progresan hacia

una enfermedad invasiva. Los tipos de alto riesgo incluyen al VPH-16, VPH-18, VPH-31,
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VPH-33 y VPH-45 entre otros y se asocian con displasias moderadas (NIC Il) y displasias
severas o carcinoma in situ (NIC Ill) (Mandic y Vuljkov, 2004). Los tipos de alto riesgo
son los que se observan comuUnmente en las pacientes con cancer cérvico uterino

(Kjaer et al, 2002).

1.1.2 Estructura del VPH

Los VPH’s son virus que carecen de envoltura y estan compuestos por una capside
icosahédrica formada por 72 capsdmeros y con un diametro de 55 nm (Figura 1). El
genoma de los VPH’s puede ser divido en tres grandes porciones: una porcién de
alrededor de 4kb la cual corresponde a la region temprana (E) y codifica para proteinas
no estructurales (E1 a E8), una regién de 3 kb que corresponde a la regién tardia (L)
gue codifica para las dos proteinas de la capside (L1 y L2), y una regidon de 1 kb sin un
marco de lectura abierto denominada regién larga de control (LCR), esta regién
contiene una gran variedad de elementos regulatorios para la replicacion y

transcripcion viral (Minger et al, 2004).
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Figura 1. Estructura del virus del papiloma humano (Lépez y Lizano, 2006).



Los tipos de VPH de alto riesgo codifican por lo menos tres proteinas que presentan
propiedades transformantes y de proliferacion (E5, E6 y E7) (Zur Hausen, 2000).

El ciclo de vida de los virus del papiloma humano se encuentra intimamente ligado a la
dindmica de diferenciacion del epitelio infectado. La infeccidn viral se realiza en las
células del epitelio basal, las cuales constituyen la Unica capa en el epitelio que se
encuentra en constante division. Se piensa que la infeccidon por VPH, ocurre a través de
pequefias heridas del epitelio que exponen a las células de la capa basal a la entrada
del virus (Longwort y Laimins, 2004). El receptor por medio del cual se logra la entrada
del virus a las células aun se desconoce, pero se ha implicado a la integrina a4p6 en el
proceso (Evander et al, 1997), asi como al sulfato de heparina, el cual media la unién
inicial de los viriones a la célula (Joyce et al 1997).

El mecanismo oncogénico de los virus del papiloma humano puede ser explicado por la
regulacién y funcionamiento de dos oncogenes virales: E6 y E7, los cuales muestran
propiedades transformantes en lineas celulares (Harms et al, 2001). La expresidn de los
genes E6 y E7 es regulada por el producto protéico del gen E2. Un evento caracteristico
pero no necesario para la transformacion maligna, es la integracion del genoma del
VPH en el genoma del hospedero, el gen E2 es mayormente el sitio de dicha
integracién, con lo cual se produce una ruptura de éste gen y ocasiona la no represién
de los genes E6 y E7 (Choo et al, 1987).

La oncoproteina E6 se une a la proteina codificada por el gen supresor de tumores p53
e induce su degradacién. Por otro lado, E7 se une al producto protéico de otro
supresor de tumores, el gen retinoblastoma (pRB) (Chellapan, 1992; Scheffner, 1993),
la unién de E7 a la forma fosforilada de RB inactiva funcionalmente a esta proteina.
Tanto p53, como Rb son proteinas claves en la regulaciéon del ciclo celular, su
inactivacion tiene como resultado la entrada de las células en la fase S del ciclo celular

de manera constante.



1.2 TRATAMIENTOS CONTRA EL CANCER CERVICAL

El tipo de tratamiento para este tipo de cancer depende de su estado de desarrollo. La
displasia de alto grado o el carcinoma in situ pueden tratarse con biopsia mediante
reseccién en cono (conizacion cervical con técnicas de reseccion electroquirurgica). El
estadio lal (cancer de cuello uterino microinvasor con profundidad de invasion £ 3 mm
y con una amplitud de lesién <7 mm) sin invasiéon linfovascular se trata con cirugia
conservadora (conizacién o histerectomia extrafacial). Las lesiones en estadio la2
(invasion = 3 mm y con una amplitud de lesién £ 7 mm) y las lal con invasién
linfovascular se tratan con histerectomia radical modificada. Las lesiones en estadio Ib
y lla se tratan con histerectomia radical o radioterapia con una probabilidad
equivalente de curacidn pero con diferente morbilidad. Las pacientes en estadio Ilb a
IVa se tratan con radioterapia y quimioterapia simultaneas (Harris et al, 2005).

El tratamiento para las pacientes que presentan cancer cervical avanzado puede ser
divido en dos: dependiente e independiente de platino. De los compuestos de platino
que han sido estudiados, el cisplatino se considera el mas eficaz, seguido del
carboplatino y del iproplatino. Desde 1981, el cisplatino se convirtié en el farmaco
estdndar para el tratamiento del cancer cervical avanzado después de que Thigpen et
al (1981), reportaran una tasa de repuesta del 38% al utilizar el farmaco a dosis de 50
mg/m? via intravenosa en intervalos de 3 semanas.

Los farmacos con mayor actividad incluyen al cisplatino y a los compuestos
independientes de platino: paclitaxel, topotecan, vinorelbina e ifosfamida, los cuales
pueden administrarse de manera individual en pacientes que no sean candidatos para
una quimioterapia combinada debido al deterioro en su salud.

Otros farmacos investigados que han demostrado una baja respuesta clinica son:
irinotecan, etopdsido, vinorelbina, fluorouracilo y la gemcitabina.

A continuacién se describen algunas propiedades generales del cisplatino.



1.2.1 Cisplatino

Los farmacos basados en platino representan una clase importante de agentes
antitumorales. El desarrollo clinico del cis-diaminodicloroplatino (ll) (cisplatino) en
1970, marcd una nueva etapa en el tratamiento contra el cdncer. El cisplatino tiene un
amplio efecto contra canceres epiteliales y se ha convertido en un agente fundamental
en los regimenes terapéuticos contra el cancer testicular, de ovario, cervical, higado,
cabezay cuello, entre otros (Rossenberg, 1999).

El cisplatino contiene dos grupos amonio en la posicion cis y dos cloros. (Figura 2)

NH, |

Pt

NH, cl

Figura 2. Cis-diaminocloroplatino (CDDP)



Cuando el cisplatino se disuelve en agua los iones de cloro son desplazados para
permitir la formacién de especies acuosas, las cuales son las formas reactivas del
compuesto; esta reaccion es ocasionada por las altas concentraciones de agua y bajas
concentraciones de cloro que se presentan en los tejidos. (Lippard S, 1987). El
complejo acuo reacciona con una gran variedad de macromoléculas, ya que es un
potente electrofilo que puede interactuar con cualquier neutréfilo, incluyendo los
grupos sulfidrilo de las proteinas y grupos nucleofilicos de los acidos nucléicos (Chu,
1994). El cisplatino se une con mayor frecuencia al ARN que al ADN y al ADN mas que a
proteinas (Go y Adjei, 1999).

La citotdxicidad del cisplatino se debe a la formacién de aductos con el ADN; el
cisplatino se une preferentemente a la posicién 7-N de guanina o adenina. Aunque, el
mecanismo citotdxico de estos aductos aln no se encuentra bien establecido, se ha
propuesto a la apoptosis como uno de ellos (Eastman, 1999; Gonzalez, 2001). Otros
efectos incluyen la inhibicion de la funcién de los canales de calcio, funciones
mitocondriales, transporte de aminoacidos esenciales, la polimerizacion de la actina y
la interaccion con fosfolipidos y fosfatidilserinas en las membranas (Pinto et al 1985).

A pesar de su gran eficacia en el tratamiento de diversos canceres, las células
tumorales pueden presentar resistencia al cisplatino, intrinseca o adquirida. Esta
resistencia puede deberse a diversos mecanismos como: una baja acumulacion celular
del farmaco, inactivacidn citosdlica y aumento en la reparacién del ADN. Evidencias
recientes atribuyen a ciertos genes y proteinas la sensibilidad de las células al
cisplatino (Go y Adjei 1999).

Otro de los problemas que se presentan con la administracion del cisplatino son sus
multiples efectos secundarios (nefrotdxicidad, nauseas, vomito, neurotodxicidad,
mielosupresidon). Lo anterior minimiza las dosis de administracién, por lo cual para el
tratamiento del cancer cervical avanzado, se recurre a la quimioterapia combinada en
la que se utiliza al cisplatino como agente estandar combinado con otro fadrmaco con
capacidad anti-neopldsica demostrada. En las terapias combinadas se toma en
consideracidon que las toxicidades de ambos farmacos no se sobrelapen; la presencia
de efectos aditivos o sinérgicos en la actividad antineopldsica y la ausencia de un
incremento en la toxicidad sistémica. En general, la adicién de otro agente al cisplatino

resulta en una respuesta mayor. Algunos de los farmacos que se han seleccionado para
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combinarse con el cisplatino y que han sido probados en estudios clinicos fase lll
incluyen: bleomicina, fluorouracilo, paclitaxel, ifosfamida, gemcitabine, vinorelbina y
topotecan (Long, 2007).

En el presente trabajo se estudio el efecto farmacoldgico del cisplatino combinado con
el agente anti-progestdgeno mifepristona (MF). A continuacién se describen algunas

generalidades de MF.

1.2.2 Mifepristona

La mifepristona es un derivado sintético del progestageno noretindrona (Figura 3) que
se une con gran afinidad a los receptores de glucocorticoides en humanos y también
actla como un antagonista de la progesterona enddgena compitiendo por la unién a
su receptor (receptor de progesterona PR); la mifepristona se une con alta afinidad a
estos receptores (2 a 10 veces mas que la progesterona) (Brogden et al, 1991).

El mecanismo por medio del cual la mifepristona inactiva a la progesterona es
complejo y aln no se encuentra bien definido; sin embargo, los mecanismos de
activacion del receptor de progesterona que incluyen: la disociacién de las proteinas
de choque térmico llamadas hsp’s (heat shock proteins) y dimerizaciéon y unién a
elementos de respuesta a progesterona, no se encuentran dafiados (Leonhardt y
Edwards, 2002); aunque algunos estudios sefialan que la mifepristona actua
estabilizando el complejo inactivo PR-hsp previniendo que se transloque al nucleo,
algunos de estos complejos logran llegar hasta el ADN pero su actividad transcripcional
es muy baja (Baulieu, 1989). En otros estudios se ha observado que la mifepristona
induce la dimerizacién del PR seguida de su unién a elementos de respuesta a
progesterona, aun con mayor fuerza que la propia progesterona (Skafar, 1991; Spitz y
Robbins, 1998) pero la unién del complejo mifepristona-PR al ADN es

transcripcionalmente inactiva.
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Figura 3. Progesterona Mifepristona (RU486)

Debido a que los receptores de progesterona se encuentran mayormente en drganos
reproductivos, la mifepristona ejerce su efecto principal en el Utero (Weiss, 1993)
siendo actualmente utilizada de manera clinica para la induccién del aborto y
presentando efectos secundarios poco severos como son, dolor abdominal, nauseas,
vomito, diarrea, calambres, dolor de cabeza, fiebre o resfriados.

Ademas de sus efectos anticonceptivos, la mifepristona interfiere con el crecimiento
de las células cancerosas, ya que en combinacién con el tamoxifeno, se observa la
inhibicidn de la proliferacién en lineas celulares de cdncer de mama (MCF-7 y MDA) (El
Etreby et al, 1998). Otros estudios reportan la inhibicién de la proliferacién en células
de endometrio normales y malignas, células de cdncer de prdstata y lineas celulares de
adenocarcinoma gastrico, (Goyeneche et al, 2007). En un estudio realizado por
Goyeneche et al. (2007), se demuestra que la mifepristona inhibe la proliferacion del

cancer de ovario in-vitro e in- vivo dependiendo de la dosis administrada.

1.2.3 Terapia Anti-angiogénica

La quimioterapia ha sido la piedra angular para el tratamiento del cancer durante
muchas décadas. Sin embargo, los agentes quimioterapéuticos presentan diversos
efectos secundarios que limitan su dosis de administracion, ademas del desarrollo de
resistencia por parte de las células tumorales. Actualmente se han desarrollado
farmacos cuyo blanco de accion es la misma célula maligna o las células que
mantienen el crecimiento tumoral. Las estrategias dirigidas contra la angiogénesis
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tumoral han sido un objetivo primordial de la investigacién en décadas pasadas debido
a que se sabe que la angiogénesis es esencial para el proceso metastasico ya que los
vasos sanguineos proporcionan a las células tumorales una via por la cual pueden
migrar hacia otros tejidos del organismo.

El uso de inhibidores de la angiogénesis como una terapia anticancer, se encuentra en
pleno desarrollo. Dichos inhibidores pueden ser clasificados en distintas categorias
funcionales que incluyen: inhibidores de factores de crecimiento, de proliferacién de
células endoteliales, de metaloproteinasas de la matriz, de transduccién de senales de
células endoteliales, de supervivencia de las células endoteliales y de precursores de la
médula dsea (Kerber, 2001). Los agentes anti-angiogénicos presentan ciertas ventajas
sobre la quimioterapia convencional que van desde un facil acceso a sus blancos en Ia
vasculatura, hasta la independencia de los mecanismos de resistencia de las células
tumorales, ya que van dirigidos contra las células endoteliales.

Es importante sefialar que la inhibicidn de la angiogénesis induce un estado de latencia
en el tumor; es decir, las células tumorales no son eliminadas sino que el tumor al no
tener una red vascular, deja de crecer y por lo tanto, no puede migrar lo que resulta en

la estabilizacion del tumor.

1.3 ANGIOGENESIS

Para el desarrollo, crecimiento y mantenimiento de todos los tejidos, incluyendo
aquellos que han iniciado una transformacién maligna, la entrega de nutrientes a la
célula y la remocion de productos de desecho es algo indispensable. Por lo tanto, los
tejidos normales y tumorales dependen de un sistema circulatorio funcional. La
vasculatura se extiende mas de 900 m? y juega un papel importante en el
mantenimiento e integridad del cuerpo de diferentes maneras.

Los vasos sanguineos estan formados por células endoteliales que se encuentran en
contacto directo con la sangre, pericitos localizados subendotelialmente, células del
musculo liso, fibroblastos, membrana basal (BM) y matriz extracelular (ECM). Las
células endoteliales forman una monocapa en cada vaso sanguineo, son

metabdlicamente activas, permeables a pequeios solutos, regulan la coagulacién
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sanguinea y dirigen células del sistema autoinmune a sitios especificos del cuerpo. Las
células endoteliales se encuentran involucradas en la remodelacién vascular durante la
ovulacion, reparacion de heridas, crecimiento tumoral y retinopatia diabética entre
otros procesos.

La angiogénesis es un proceso que conduce a la formacion de nuevos vasos sanguineos
a partir de vasculatura pre-existente. El proceso de pasos multiples de la angiogénesis
incluye la migracidon y proliferacion de células endoteliales (EC’s), la formacién vy
organizacién de grupos celulares en estructuras tubulares que eventualmente se
uniran para finalmente madurar en vasos sanguineos estables (Martinez y Herrera,
2006).

Bajo condiciones normales la vasculatura de un adulto es una estructura estable. Las
células endoteliales maduras no se dividen y tienen una vida media de muchos afios,
pero en situaciones patoldgicas como en la angiogénesis inducida por tumores, la
remodelacién tisular seguida de algun dafio, infarto cardiaco, retinopatia diabética,
psoriasis, etc., las células endoteliales responden de manera rapida y proliferan

(Folkman, 1995).

1.3.1 Factores Pro-angiogénicos y Anti-angiogénicos

Los moduladores de la angiogénesis son secretados por células endoteliales, células
tumorales y por el estroma que las rodea (Tonini et al, 2003). Diversas moléculas han
sido propuestas como factores pro-angiogénicos debido a su capacidad de activar el
crecimiento de las células endoteliales. En la tabla 1 se presenta una lista de los

reguladores positivos de la angiogénesis secretados por tumores.

13



Tabla 1 Reguladores positivos de la angiogénesis secretados por tumores

VEGF Factor de crecimiento del endotelial vascular
bFGF Factor basico de crecimiento de fibroblastos
aFGF Factor acido de crecimiento de fibroblastos
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PD-ECGF Factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas
IL-8 Interleucina-8
EGF Factor de crecimiento Epidermal
HGF Factor de crecimiento de hepatocitos
Angiogenina
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
TGF-B Factor de necrosis tumoral beta
Proliferina
PLGF Factor de crecimiento de placenta
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La presencia de factores angiogénicos no es suficiente para iniciar el crecimiento de los
vasos sanguineos. La accién de los factores pro-angiogénicos es contrarrestada por
diversos agentes inhibitorios (Tabla 2); el resultado de esto determina la homeostasis

del proceso

Tabla 2 Reguladores negativos de la angiogénesis

Trombospondina

Endostatina

Arrestina

Vasostatina

Interleucinas

Endorepelina

Fibulina

Angiostatina

1.3.2 Angiogénesis Fisioldgica

Cuando un organismo multicelular se encuentra en crecimiento, las células inducen
angiogénesis y vasculogénesis con la finalidad de reclutar suministro sanguineo. En
situaciones fisiologicas, la angiogénesis es un proceso altamente regulado; es decir, se
activa por periodos cortos (dias) y después es completamente inhibida.

Este tipo de angiogénesis ocurre mayormente durante el desarrollo embrionario, en el
cual se establece la vasculatura primaria y adecuada para el crecimiento y desarrollo
de los 6rganos (Folkman y Klagsbrun, 1987); en el adulto, la activacién de las células
endoteliales es baja y la vasculatura se mantiene en un estado quiescente gracias al
balance entre los reguladores positivos y negativos de la angiogénesis, limitandola a
sitios en donde la demanda metabdlica del tejido es tan alta que se necesite de nuevos
vasos sanguineos, como ocurre durante la cicatrizaciéon de heridas, reparacion de

fracturas, inflamacion, foliculogénesis y ovulacién durante el ciclo menstrual, asi como
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en situaciones de isquemia (Lotta y Kari, 2002). En estas condiciones, los reguladores
positivos de la angiogénesis predominan permitiendo asi la activacion de mecanismos

angiogénicos.

1.3.3 Angiogénesis en cancer

En un tumor sdlido, los vasos sanguineos son lineas de suministro que se requieren
para la persistencia, expansion y metastasis del tumor (Folkman, 1996). Tumores de
menos de 1 mm® obtienen sus necesidades metabdlicas via difusion, pero al
sobrepasar este tamafio requieren de un sistema mdas elaborado para mantener su
crecimiento; es decir, distribuir los nutrientes, obtener oxigeno,remover toxinas y
metabolitos (Diane y D’Amore, 2001). El proceso angiogénico en tejidos neoplasicos se
inicia por medio de un cambio en el balance de los reguladores angiogénicos en el
microambiente del tumor, lo cual favorece el crecimiento y remodelacién de vasos
sanguineos. Un ambiente pro-angiogénico promueve la expresiéon de marcadores en
células endoteliales que se relacionan con proliferacién, migracion y activacion de
factores de crecimiento.

Los vasos sanguineos que se forman o activan en el microambiente tumoral, difieren
morfolégica y funcionalmente de la vasculatura de tejidos sanos, ya que presentan
diametros irregulares y paredes delgadas sostenidas por menos pericitos que los vasos
de érganos normales (Chaplin y Dougherty; 1999).

La angiogénesis se inicia rapidamente en respuesta a condiciones hipdxicas o
isquémicas. En cualquier tipo de angiogénesis, bajo condiciones fisiolégicas o
patoldgicas, el primer proceso en llevarse a cabo es la activacion de las células
endoteliales. Diversas citocinas (factores de crecimiento que sobre-expresan al factor
de crecimiento del endotelio vascular, VEGF) son liberadas en respuesta a hipoxia o
isquemia. Las células tumorales expresan y secretan el VEGF al estar expuestas a estas
condiciones y también como resultado de mutaciones genéticas (Korpanty et al,).

Se ha sugerido que el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es de

particular importancia para la iniciacién y desarrollo de la angiogénesis (Dvorak, 1995;
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Ferrara, 2002), debido a su capacidad para inducir vasodilatacién por medio de la

produccién endotelial de éxido nitrico e incrementar la permeabilidad de las células

endoteliales, lo cual permite a las proteinas plasmaticas entrar en el tejido para formar

una red provisional rica en fibrina.

1.3.4 Factor de Crecimiento del Endotelia Vascular VEGF

El VEGF conocido también como factor de permeabilidad vascular (VPF) o

vasculotropina, es una citocina multifuncional que fue originalmente identificada como

una proteina producida por las células tumorales, con la funcién de incrementar la

permeabilidad de los capilares a las proteinas (Ferrara, 1999). Afios después se

descubrieron las propiedades mitdgenicas que el VEGF ejercia sobre las células

endoteliales, asi como su participacion como estimulante en la angiogénesis (Hyder,

2006).

VEGF-A, comunmente llamado simplemente VEGF, pertenece a la familia de genes que

incluyen al factor de crecimiento de la placenta PLGF, VEGF-B, VEGF-C, y VEGF-D (Tabla

3). VEGF-A se expresa en las células epiteliales y mesenquimales de una gran variedad

de tejidos y es altamente expresado en muchos tumores (Carmeliet, 2005; Ferrara et

al, 2004; Ferrara, 1999).

Tabla 3. Familia de genes VEGF

|Funciones

Es el mas estudiado, incrementa la permeabilidad,

VEGF-A proliferacién, migraciéon y sefiales de supervivencia.
Su expresion no es regulada por hipdxia, estimula
VEGF-B lligeramente la proliferacion.
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Permeabilidad, estimula migracidn y proliferacion.

VEGF-C Desarrollo del sistema linfatico

Mitégeno para las células endoteliales, aumenta la

VEGF-D permeabilidad. Desarrollo del sistema linfatico

Virus que causa dermatitis. Carece del dominio de unién a

VEGF-E heparina.

El gen del factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGF-A), esta organizado en
ocho exones separados por siete intrones (Houck et al, 1991) y se localiza en el
cromosoma 6p21.3 (Vicenti et al, 1996). El procesamiento alternativo de los exones,
genera alrededor de seis isoformas del VEGF (Neufeld et al, 1999).

Las isoformas mas estudiadas y las mas comunes en humanos son las que contienen
121, 165, 189 y 206 aminoacidos (Ferrara, 1999). Las isoformas mas expresadas son
VEGF-121 y VEGF-165. La mayor diferencia entre las isoformas del VEGF es la

capacidad con la cual se unen a la heparina (Tabla 4).

Tabla 4. Isoformas del VEGF

Isoformas Caracteristicas

Isoforma predominante, glicoproteina
VEGF65 |homodimérica. Se une a heparina con

gran afinidad.

Polipéptido acido que no se une a

VEGF1,; heparina ni a la matriz extracelular.

Proteina de libre difusidn
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Se unen a heparina con gran afinidad
VEGFlgg (mayor que VEGF155 Yy VEGF145). Se
VEGF06 encuentran secuestradas en la membrana

extracelular

VEGF145 Se une a heparina y a la matriz

extracelular.

VEGF;33 Funcién aun desconocida
VEGFi6 Funcidn aun desconocida
VEGF155b Inhibe a VEGF165 mitogénico

Las isoformas del VEGFigs 121, 145 inducen proliferacion de células endoteliales y
angiogénesis in vivo (Poltorak et al, 1997; Zhang et al, 1993).

El VEG-A es una glicoproteina homodimérica de unién a heparina de aproximadamente
40 kDa (Olsson et al, 2006) y sus propiedades corresponden a aquellas del VEGFygs,
considerada la isoforma mas comun. VEGF-A promueve el crecimiento de células
vasculares endoteliales derivadas de las arterias, venas y linfocitos (Ferrara y Smyth,
1997); también es un factor de supervivencia para las células endoteliales in vitro,
previene la apoptosis endotelial induciendo extravasacidon del suero e induce la
expresion de proteinas antiapoptoéticas en células endoteliales como Bcl-2 (Kim et al

2000).

19



Las células endoteliales son el principal blanco del VEGF-A, sin embargo se han
reportado los efectos mitogénicos y no mitogénicos del VEGF-A en diversos tipos
celulares no endoteliales, incluyendo a las células del ducto pancreatico y células de

Schwann.

1.3.5 Reguladores de los VEGF's

La produccion de los VEGF's se encuentra bajo el control del factor inducible a hipoxia
(HIF), el cual es una proteina basica heterodimérica que consiste en dos subunidades
HIF-1a y HIF-1PB. En respuesta a hipdxia HIF-1a se une a elementos de respuesta en la
region promotora de los VEGF’s, lo cual incrementa la transcripcién del gen (Ferrara,
2007).

Lo anterior sugiere que el VEGF participa en las primeras etapas durante la respuesta
angiogénica. Ademas, los receptores de los VEGF's (VEGFR) se encuentran sobre
expresados bajo condiciones de hipoxia o isquemia. En una variedad de circunstancias
patofisiolégicas se ha observado que la expresion de mRNA del VEGF es inducida por la
exposicion a bajas presiones de oxigeno (p0O;) y se ha identificado una secuencia de 28
bases en el promotor 5" en el gen del VEGF humano y el de rata que media la
transcripciéon inducida por hipoxia (Levy et al, 1995; Liu et al, 1995).

Otra de las proteinas que regulan al VEGF pero de manera indirecta, es el producto del
gen supresor de tumores Von Hippel-Lindau (VHL). VHL regula de manera negativa al
VEGF y a otros genes que son inducidos por hipoxia (lliopoulos et al, 1996). Estudios
recientes demuestran que una de las funciones de esta proteina es formar parte del
complejo ubiquitina ligasa que dirige a las subunidades de HIF hacia una degradacién
proteosomal (Jaakkola et al, 2001). Muchos factores de crecimiento incluyendo EGF,
TGFa, KGF, IGF-1, FGF y PDGF regulan de manera positiva la expresiéon de mRNA del
VEGF (Pertovaara et al, 1994; Warren et al, 1996), lo cual sugiere que la liberacién
pardcrina o autdcrina de dichos factores cooperan con la hipoxia local en la regulacién
de la liberacion del VEGF en el microambiente. También citocinas inflamatorias como
IL-1a e IL6 inducen la expresion del VEGF en distintos tipos celulares (Cohen et al,

1996).
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Las hormonas también son importantes reguladores en la expresién del VEGF. Muller
et al, 2002; reportaron que el estradiol es un activador transcripcional directo del
VEGF, mediado por una variante del elemento de respuesta a estrégenos. Otros
eventos transformantes pueden resultar en la induccidon de VEGF. La amplificacion del

oncogen ras también ocasiona sobre-regulacién de éste factor (Grugel et al 1995).

1.3.6 Receptores del VEGF

Las propiedades angiogénicas especificas de los VEGF's se basan en sus efectos en el
endotelio vascular a través de receptores de alta afinidad (VEGFR) que se localizan
principalmente en la superficie de celular.

Estos receptores son miembros de la superfamilia Tirosina-cinasa (RTK), estan
constituidos por un dominio extracelular de aproximadamente 750 aminoacidos, los
cuales se encuentran organizados en siete dominios de inmunoglobulina (Ig). En el
VEGFR-3, el quinto dominio de inmunoglobulina es reemplazado por un puente
disulfuro. El domino extracelular es seguido por una regidén transmembranal, un
dominio juxtamembranal, un domino tirosina-cinasa interrumpido en el aminoacido 70
por un injerto de cinasa y una cola C Terminal (Olsson AK, 2006) (Figura 4).

La clasificacion de receptores del VEGF se describe a continuacién:

VEGFR-1 (Flt-1)

El VEGFR-1 es una glicoproteina transmembranal cuyo ARNm puede procesarse y
producir una proteina mas corta, cuya funcién es regular de manera negativa a VEGF-A
(Martinez y Herrera, 2006). Fue el primer receptor tirosina-cinasa en ser identificado
como receptor del VEGF, su funcién precisa aun continla en debate. Las funciones y
las propiedades de sefalizacién de VEGFR-1, pueden diferir dependiendo del estado de
desarrollo y del tipo celular, ej. células endoteliales y no endoteliales. La expresion de
VEGFR-1 se encuentra aumentada por hipdxia via un mecanismo dependiente de HIF.

VEGFR-1 se une a VEGF-A, PLGF y a VEGF-B.

VEGFR-2 (FIt-2)
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El VEGFR-2 es el principal mediador de los efectos mitogénicos, angiogénicos y de
aumento de la permeabilidad del VEGF. Después de la unién del VEGF, el VEGFR-2 se
dimeriza y auto-fosforilacion en un residuo de tirosina resultando en sefiales
mitogénicas, quimiotdcticas, de supervivencia y de migracién (Ferrara et al, 2003).
VEGFR-2 induce crecimiento de células endoteliales activando la via de sefalizacion

Raf, Merk-Erk.

VEGFR-3 (FIt-3)

El VEGFR-3 presenta una superficie altamente glicosilada. Se conocen dos formas
transcritas que difieren entre si por sus extremos carboxilo (Partanen y Pavoneen,
2001). La forma glicosilada del VEGFR-3 es cortada proteoliticamente en el quinto
dominio de inmunoglobulina, pero las cadenas resultantes permanecen unidas por un

enlace disulfuro.

Neuropilina (NRP1)

Ciertos tumores y células endoteliales expresan sitios de unién en sus superficies
distintos a los receptores tirosina-cinasa. Soker et al, 1998, identificaron estas
isoformas especificas de los receptores del VEGF como Neuropilina (NRP1), una
molécula implicada en la guia neuronal; cuando la NRP1 se expresa en las células junto
con VEGFR-2, aumenta la unidon de VEGFs5 a VEGFR-2. La NRP1 parece reclutar al
VEGFy¢5 para VEGFR-2 de tal manera que aumenta la efectividad del VEGR-2 de mediar

sefales de transduccion.
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Figura 4. VEGF y sus receptores (Neufeld et al, 1999)

1.3.7 Angiogénesisy hormonas

En el sistema reproductor femenino, la neovascularizacién aparece de manera
recurrente por el desarrollo ciclico de estructuras transitorias y la reparacion ciclica de
los tejidos danados. Los estrogenos y la progesterona son primariamente uterotrdpicos
y controlan los patrones de la proliferacién celular y crecimiento vascular uterino que
ocurre a través del ciclo menstrual. Dado la sincronia natural de la neovascularizacién
en este proceso, se sugiere la participacion de las hormonas esteroideas en la
formacidn de vasos sanguineos en el tracto reproductivo.

Diversos estudios con ratones knockout para el receptor a estrogénico (ER- a) han
propuesto la participacion de los estrogenos en la angiogénesis; asi mismo, la
utilizacion de antagonistas estrégenicos inhiben la angiogénesis (Losordo e Isner,

2000).
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La correlacidon positiva entre la expresion de receptores etrégenicos, la actividad
angiogénica y la capacidad de invasidn de los tumores de mama, también apoyan la
hipétesis de la partipacion de los estréogenos en la angiogénesis. (Fox et al, 1993; Toi et
al, 1993).

Reportes en la literatura sugieren la importancia de los estrégenos y otras hormonas
esteroideas en la angiogénesis fisioldgica y patoldgica. Uno de los primeros hallazgos
fue el efecto inhibitorio de la vascularizacion tumoral mediado por la
medroxiprogesterona (Gross, 1981); el mecanismo de esta inhibicion puede deberse a
la regulaciéon de la trombospondina-1 (un inhibidor de la angiogénesis) por la 2-
metoxiprogesterona. Otros estudios reportan anormalidades en los vasos sanguineos
del endometrio después de la administracion de progestdgenos utilizados como
anticonceptivos orales, ademds de un incremento en la microvasculatura del
endometrio después de administrar pequeiias dosis de progesterona (Rogers et al,

1993).

2 ANTECEDENTES

Algunos esteroides fueron las primeras moléculas en ser reconocidas por su actividad
antiangiogénica, estos compuestos incluyen a la progesterona, acetato de
medroxyprogesterona y glucocorticoides como dexametasona y cortisona (Folkman e
Ingber, 1992; Folkman y Shing 1992).
Los esteroides angiostaticos presentan multiples efectos sobre la angiogénesis
tumoral, incluyendo la inhibicion de la proliferacion de las células endoteliales,
inhibicidn de la colagendlisis y la produccién de activador del plasmindgeno.
En un estudio, Mooberry y cols (2003), demuestran que el 2-metoxyestradiol, (un
metabolito enddgeno del estrégeno) inhibe la proliferacién, migraciéon e invasion de
las células endoteliales tanto in vitro como in vivo, el mecanismo aln no se encuentra
bien definido. Por otro lado, la escualamina (compuesto esteroideo natural) induce
cambios morfoldgicos en las células endoteliales y se ha reportado que posee actividad
antiangiogénica en modelos de cancer de pulmoén, mama, cerebro y ovario (Eckhardt,
1999; Teicher et al, 1998; Sills et al, 1998).
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A la fecha, no existen reportes del uso de agentes esteroideos para el tratamiento del
cancer cervical. Sin embargo, algunos estudios han mostrado que la mifepristona
aumenta la quimiosensibilidad al cisplatino en una linea celular de cancer de ovario
(COC1) que expresa receptores a progesterona. En este estudio se observa un
aumento en el porcentaje de inhibicion en el tratamiento combinado (mifepristona y
cisplatino) con respecto al tratamiento de cisplatino solo (Qin and Wang 2002). Garcia
y Jurado (2007) reportaron que el efecto antiproliferativo del cisplatino es potenciado
en presencia de mifepristona en una linea celular de cancer cervical (Hela) que
expresa un bajo porcentaje de receptores a progesterona en comparacién con la linea
celular de cancer de mama (MCF-7) utilizada como control (Garcia-Lopez et al 2004).
Diversos estudios han sugerido que el VEGF juega un papel importante en la
progresion de distintos canceres (Alvarez et al, 1999; Paley et al, 1997; Yamamoto et al
1997) por lo cual se han dirigido moléculas pequefias, proteinas y anticuerpos contra
este factor de crecimiento.

A pesar de la evidencia clinica del papel que juegan las hormonas esteroideas en la
neovascularizacion endotelial, los resultados experimentales reportados aun no son

concluyentes en definir los elementos de los mecanismos patofisioldgicos.

3 JUSTIFICACION

Un evento critico en la progresién de un carcinoma es el establecimiento de las células
tumorales en sitios secundarios de crecimiento (metastasis). La velocidad de
metastasis de un tumor sélido, depende de una cascada critica de eventos que incluye:
el escape del sitio del tumor primario, penetracion al estroma local, entrada a la
vasculatura local o vasos linfaticos (intravasacion), agregacion en plaquetas,
interaccion y adhesién al endotelio distante, extravasacién, recolonizacién y expansién
(Liotta et al, 1991). Durante la metastasis, las células tumorales evaden su eliminacién
por el sistema inmune y son capaces de sobrevivir en estas condiciones adversas. La
metdstasis en canceres cervicales no ha sido ampliamente descrita en la literatura; sin
embargo, el cancer cervical avanzado, recurrente y metastasico continta siendo una

de las principales causas de muerte en mujeres a nivel mundial. Alrededor de un tercio
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de las pacientes que se presentan con cdncer cervical invasor mueren a causa de la
enfermedad (Long, 2007).

El VEGF es sefialado como un buen blanco terapéutico contra la angiogénesis tumoral
debido al papel que tiene en la promocion de diversos canceres, a través del
crecimiento tumoral y el establecimiento de metastasis. La inhibicion del VEGF
mediante el bloqueo de sus receptores y su sistema de sefalizacion por medio de
diversos farmacos, es eficaz en cualquier etapa del desarrollo canceroso y previene la
metastasis, lo cual resulta en un gran beneficio para el tratamiento del cancer.

La coadministracion de inhibidores de la angiogénesis junto con quimioterapia y
radioterapia puede aumentar la eficiencia de estos tratamientos estandares. Diversos
estudios clinicos han demostrado una relacion bastante clara entre los factores
angiogénicos y la progndsis de distintos tipos de cdncer incluyendo al de mama,
gastrico, colorectal, pulmonar de células no pequefias y melanoma (Fox et al, 2001).

El cisplatino es el farmaco mas utilizado para el tratamiento del cancer cervical; sin
embargo, presenta efectos secundarios severos, lo cual ha motivado la busqueda de
nuevos agentes antineoplasicos que al ser utilizados en combinacién con él, aumenten
su actividad antineoplasica y al mismo tiempo disminuyan sus efectos secundarios. Los
agentes anti-hormonales han sido ampliamente utilizados para el tratamiento de
diversos canceres principalmente aquellos que son dependientes de hormonas, como
es el caso del cancer de prdstata o de mama; ademas de su actividad antineoplasica,
actuan como quimiosensibilizadores y modulan la actividad de otros agentes
antineoplasicos. El cérvix normal responde a hormonas esteroideas, no obstante el
tratamiento hormonal no se utiliza en la terapia del cdncer cervical, debido a una baja
expresion de receptores estrogénicos y progestagenos.

A pesar de que diversos farmacos se encuentran bajo estudio, los agentes anti-
hormonales han sido poco probados en combinacion con el cisplatino para tratar el
cancer cervical metastasico, ya que éste se considera que no responde a una terapia
antihormonal. La investigacion con agentes antihormonales permitiria evaluar su
accién anti-angiogénica al combinarlo con dosis bajas de cisplatino disminuyendo sus
efectos secundarios. En este trabajo se evalud la respuesta anti-angiogénica y
citotoxica de mifepristona (anti-progestageno) combinada con el cisplatino en lineas

celulares de cancer cérvico uterino.
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4 OBIJETIVO GENERAL

4.1

Evaluar el efecto del antiprogestageno mifepristona combinado con cisplatino
sobre la expresion y produccién del factor vascular de crecimiento endotelial

(VEGF) asi como en la citotodxicidad en cancer cérvico uterino.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar las dosis de mifepristona y cisplatino en células de CaCU mediante

ensayos de citotdxicidad.

Determinar el efecto de mifepristona, cisplatino y su combinacion sobre la

expresion y la produccion del VEGF en células de CaCU.

Evaluar el efecto de mifepristona, cisplatino y su combinaciéon sobre la

expresiéon del gen E6 en células Hela y CaSki

Determinar el efecto de cisplatino y su combinacidon con mifepristona sobre la

concentracion del VEGF en el liquido extracelular de tumores de cérvix

desarrollados en ratones atimicos utilizando una técnica de microdialisis.
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5 MATERIALY METODOS

5.1 Ensayos in vitro
Farmacos
La mifepristona (MF) fue preparada en etanol (solucién stock 1x10° mM). El Cisplatino

(CP) fue disuelto en solucidn salina (solucién stock 1 mg/mL) ambos farmacos fueron

almacenados a -70°C hasta su uso.

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizaron las lineas celulares de cancer cervical HeLa (VPH-18) y CaSki (VPH-16),
ambas fueron obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC). Las lineas
celulares fueron mantenidas rutinariamente en medio RPMI con suero fetal bovino

(SFB) al 10% e incubadas a 37°C y 5% de CO..

Tratamiento de Mifepristona y Cisplatino

Las células se despegaron de la caja, utilizando tripsina 1% y EDTA (0.02 %). Se
contaron y se sembraron 2x10° células Hela y 1x10° células Caski en botellas de
cultivo de 25 cm® Ambas lineas celulares fueron pre-tratadas durante 72 horas con
mifepristona a una concentracion de 10 UM. Las células control fueron expuestas
Unicamente al vehiculo (1 % etanol). Después de este tiempo se aplicd Unicamente
cisplatino 7.5 UM a las células Hela 6 12 yM a las células CaSki, 6 combinado con
mifepristona. Después de 24 hrs, se realizaron los ensayos de viabilidad, expresiéon y

produccién del VEGF.
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Ensayo de viabilidad

Se sembraron células Hela y CaSki en placas de 12 pozos a una densidad celular de
2x10° cel/pozo y 2.5x10" cel/pozo respectivamente, 24 hrs. después se expusieron a los
tratamientos anteriormente descritos. La viabilidad se evaludé por el método de XTT y
Cristal violeta. El primero se basa en la ruptura de una sal de tetrazolio (XTT) para
convertirse en formazan, un colorante naranja que es formado por las células
metabodlicamente activas. El formazan es soluble en agua y su aumento es
directamente proporcional a la cantidad de las deshidrogenasas mitocondriales en la
muestra y por lo tanto de las células vivas. Al finalizar los tratamientos, se afadié al
medio RPMI el reactivo XTT a una concentracion final de 0.3 mg/mL y se incubd por 3
horasa 37°C y 5% de CO,. La absorbancia de la muestra se leyé en un lector de placa
(modelo Mustiskan MCC Fisher Scientific) a 492 nm.

El método de Cristal violeta consiste en la inclusién de éste colorante en las células
viables a través de su difusiéon por la membrana plasmatica; la disolucién de dicho
colorante permite su cuantificacion en un espectrofotémetro. Al final de los
tratamientos, el medio fue removido y las células se fijaron adicionando a cada pozo 1
ml de formaldehido al 10% por 24 horas, pasado este tiempo, las células fueron
tefiidas con el colorante cristal violeta al 1% y lavadas con PBS. El colorante unido se
disolvié con acido acético al 33%. La absorbancia de las muestras fue medida en un

lector de placaa 570 nm.

Extraccion de RNA

La extraccion del RNA total se hizo mediante la técnica de TRIzol (GIBCO BRL
Company). El trizol mantiene integro al RNA mientras al mismo tiempo rompe a las
células y disuelve sus componentes, la adicion de cloroformo y centrifugacion de la
soluciéon la separa en una fase acuosa y otra orgdnica. El RNA permanece en la fase
acuosa. Después de transferir la fase acuosa a otro tubo, el RNA es recuperado
precipitando con isopropanol y antes de disolverlo se lava con etanol, posteriormente

es disuelto en agua con DEPC.
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Al final del tratamiento con MF y CP, las células fueron despegadas mediante tripsina 'y
centrifugadas, se obtuvo un botdn de células al cual se le agregaron 500 WL de trizol, se
incubd el homogeneizado durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente
se agregaron 100 PL de cloformo, se incubd durante 3 minutos y se centrifugd la
muestra a 12 000 rcf por 15 minutos a 4°C. Se transfirid la fase acuosa a otro tubo y se
agrego isopropanol (250 L) para precipitar el RNA, se centrifugd a 12 000 rcf por 10
minutos. El RNA formd un pequefio pellet, el sobrenadante se removio y el pellet se
lavé con etanol al 75% (500 pL), se mezcld la muestra y se centrifugd a 7 500 rcf por 5
minutos a 4°C. Pasado este tiempo, se desechd el sobrenadante y se dejd secar,
cuando estuvo seco se resuspendié en 20 YL de agua con DEPC, se y almacend a =70 °C
hasta su uso.

Posteriormente, el RNA fue cuantificado por medio de un espectofotémetro a una
longitud de onda de 260 nm vy el total de RNA de las muestras fue normalizado antes

de realizar el ensayo de RT-PCR.

Estandarizacion del ensayo RT-PCR para los genes VEGF-A y VEGF-C

La técnica de RT- PCR, permite la amplificacidon de una cantidad pequefia de moléculas
de RNA con gran especificidad mediante su transcripcién reversa a cDNA, el cual es
posteriormente delimitado por un par de cebadores que lo flanquean y amplificado de
una manera especifica a través de repetidos ciclos de diferentes periodos vy
temperaturas de incubacién en presencia de una enzima ADN polimerasa

termoestable. Obteniendo asi millones de copias de la secuencia deseada de ADN.

La estandarizacion del método se realizé con el RNA obtenido de la linea celular de
cancer de mama MCF-7. La secuencia de los oligonucledtidos para VEGF-A fue 5'GCA
GAA TCA TCA CGA AGT GG3" VEGF-A y 5" GCA TGG TGA TGT TGG ACT CC 3". La
secuencia para VEGF- C fue 5°’AGA CTC AAT GCA TGC CACG 3" y 5'TTG AGT CAT CTC
CAG CAT CC 3’ tal como se utiliza en Ueda Matsuga et al 2001. Como control de
normalizacién se utilizd el gen constitutivo GAPDH utilizando los oligonucleétidos 5°
CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA 3"y 5" TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC 3".

Todos los primers fueron sintetizados por GIBCO BRL Company.
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Para transcribir el RNA Se utilizé el kit ThermoScript ™ RT-PCR System (Invitrogen) con
la enzima ThermoScript RT que es una transcriptasa reversa aviar (7.5 U para
transcribir 500 ng de RNA total, Oligo dt (2.5 JM) en un volumen de 10 yL. EI cDNA
generado se amplificé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con la enzima
Platinum® Taq DNA polimerasa (1 U/ reaccion), MgCl, (1.5 mM/ reaccion) y 2 UL de
cDNA.

La visualizacion de los fragmentos amplificados por la PCR fue a través de
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% a un voltaje constante de 100 volt,
tefidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Se utiliz6 como indicador de peso
molecular el DNA Ladder de 100 pb (Gibco BLR). La observacion de los fragmentos
amplificados se efectud en un transiluminador de UV acoplado a una cdmara (MultiDc-
It Imaging System). Los resultados obtenidos se grabaron en un archivo de imagen y se

analizaron con el programa UTHSCSA Image tool for Windows Version 3.00.

Efecto de MF, CP vy su combinacidn sobre la expresion de los genes VEGF-A y VEGF-C

Después de los tratamientos individuales y combinados segun el esquema descrito
anteriormente, se extrajo el RNA de las células Hela y CaSki y se realizé el ensayo de
RT-PCR para observar el efecto de MF, CP y su combinacién en la expresién de los
genes VEGF-A y VEGF-C.

El RNA obtenido de los tratamientos fue transcrito a .\DNA por medio de la técnica de
RT-PCR para ser posteriormente utilizado en la ampliacion de los fragmentos tanto de
VEGF-A como de VEGF-C. Para lo anterior se utilizd el kit ThermoScript ™ RT-PCR

System (Invitrogen) con las especificaciones previamente mencionadas.

Efecto de mifepristona en combinacidn con cisplatino sobre |la expresion del gen E6

Al finalizar los tratamientos anteriormente descritos, se extrajo RNA de las células
Hela y CaSki y se realizé el ensayo de RT-PCR para observar el efecto de MF, CP y su
combinacion en la expresion del gen E6. La secuencia de los oligonucleétidos para

VPH-18E6 fue Hz30: HPV18E63’-Hind Ill 5°GGG AAG CTT TTA TAC TTG TGT TTC TCT
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GCG TCG 3’; HPV18E65'Bam HI 5'"GGG GGA TCC ATG GCG CGC TTT GAA GAT CCA ACA
3". Para VPH-16 E6 fue Hz27: HPV16 E65'Bam HI 5°"GGG GGA TCC ATG TTT CAG GAC
CCA CAG GAG CGA 3" HZ28:HPV16 E63'ECORI 5°GGG GAA TTC TTA CAG CTG GGT TTC
TCTACGTGT 3".

La visualizacion de los fragmentos amplificados por la PCR fue a través de

electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1%.

Efecto de MF, CP y su combinacién sobre la produccion del VEGF secretado por las

células de CaCU

Para cuantificar el VEGF secretado por las células tumorales, al final de los
tratamientos se recolectaron los medios de cultivo de las células tratadas y se
analizaron a través del kit inmunométrico TiterZyme® EIA (Assay Designs), el cual
utiliza un anticuerpo especifico para el VEGF que tiene acoplado una peroxidasa que al
ponerse en contacto con el sustrato reacciona con el VEGF unido al anticuerpo y
genera color. El color generado por dicha reaccion se puede leer a 450 nm en un lector
de placa. La densidad o6ptica medida es directamente proporcional a la cantidad del
VEGF presente en la muestras. La cantidad del VEGF se expresa en pg/ mg de proteina.
A continuacidon se describe brevemente la metodologia para la cuantificaciéon de

proteinas.

Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas, las células expuestas a cada uno de los tratamientos
anteriormente mencionados fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 10 minutos y
se obtuvo un botdn celular al cual se le adicion6 100 pL de buffer de lisis (NaCl 150
mM, Tris 20 mM, Nonidet P-40 al 1%) y 10 ML de inhibidor de proteasas (Protease
inhibitor cocktail, Sigma). Se centrifugaron a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4° C.
Los sobrenadantes (proteinas) se transfirieron a un tubo limpio y se almacenaron a -

70°C hasta su cuantificacidn, que se realiza a través del método de acido bicinconinico.
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Cuantificacion de proteinas (método de acido bicinconinico)

Las proteinas se cuantificaron mediante el método del 4&cido bicinconinico.
Previamente se realizé una curva estandar con una solucién de albumina a diferentes
concentraciones (0-15 pg/uL). Posteriormente se prepard una solucion de sulfato de
cobre (200 L) y 10 mL de acido bicinconinico. Dicha solucién fue adicionada a la curva
estandar de albumina y a las proteinas a cuantificar. La solucion se dejé reposar por
15 minutos y se procedio a leerlas en un lector de placa a 540 nm. Se realizd una curva
de concentraciones conocidas de albumina vy se interpolaron los datos de las

muestras.

Analisis estadistico

Los experimentos de viabilidad, RT-PCR y cuantificacion de la proteina VEGF in-vitro
fueron sometidos a analisis estadistico. Todos los ensayos fueron repetidos de manera
independiente al menos 3 veces. La significancia de los datos fue determinada
utilizando la prueba ANOVA de una via seguida de una prueba de Tuckey. P<0.05 se
considera estadisticamente significativa. Los datos se presentan como el promedio +
error estdndar. Para el ensayo in-vivo se utilizé una prueba de t-Student. P<0.05 se

considera estadisticamente significativa.

5.2 Cuantificacion del VEGF en un modelo tumoral de Cancer cérvico uterino

desarrollado en ratones atimicos

Se estudid la produccién del VEGF en el liquido extracelular de tumores de CaCU

generados en ratones atimicos. Para cuantificar el VEGF secretado directamente en el

tumor, se utilizé una técnica de microdialisis descrita por Dabrosin et al, 2003.
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Animales

Se utilizaron 6 ratones nu/nu ~ hembras de 8 semanas (20-25 g). Los cuales fueron
alimentados ad libitum. El cuidado de los animales fue de acuerdo a los principios
establecidos por el Instituto Nacional de Salud (NIH, EUA), Guia para el cuidado de
animales de laboratorio, US Departamento de Salud (DHEW) NIH 86, 23 revisado en
1985.

Generacion de tumores

Los ratones fueron inoculados subcutineamente con 5x10° células Hela via
subdérmica en el lomo. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de

aproximadamente 10x10 mm, los ratones fueron divididos al azar en 2 grupos.

Diserio experimental

Se formaron 2 grupos. El grupo 1 se le administrd una Unica dosis de cisplatino
(3mg/kg/dia), mientras que al grupo 2 se le administr6 un pre-tratamiento de
mifepristona (2mg/kg/dia x 4 dias) y cisplatino a la dosis descrita. La toma de muestras

se realizd utilizando una canula de microdialisis.

Técnica de microdialisis

La microdialisis consiste en implantar en un érgano o area especifica, una canula con
una membrana permeable la cual es perfundida con un liquido utilizando una bomba
de perfusion, lo cual permite estabilizar el medio interno con el espacio extracelular.
Esta técnica se puede aplicar en animales vivos y en libre movimiento (Rocha 1997).

Se utilizaron canulas CMA,, (CMA, Microdialysis, Suiza) las cuales se componen de una
membrana tubular (4 mm largo X 0.5 mm de didmetro y poro de 100 kDa). A los
animales bajo anestesia inhalatoria con isoflurano (Lisorane, Baxter) se les realizé una

incision en la piel de aprox. 2 mm a una distancia aprox. de 3-4 mm del final del tumor,
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la cdnula de microdidlisis fue insertada en el centro del tumor. Los sitios de incision se
suturaron y las canulas fueron fijadas. La sonda de microdidlisis se conecté a una
bomba de microdialisis (MD-1001, BAS Bioanalytical Systems Inc, EUA), a través de la
cual se perfundio el vehiculo (NaCl 0.9%) a una velocidad de 0.6 pL/miny un periodo
de estabilizacién de 30 minutos; la muestra se tomd durante 1 hora.

Esta parte de la metodologia se realizé con ayuda de la Dra. Liliana Carmona Aparicio.
Los niveles del VEGF se cuantificaron mediante el kit inmunométrico TiterZyme® EIA
(Assay Designs), el cual utiliza un anticuerpo especifico para el VEGF que tiene
acoplado una peroxidasa que al ponerse en contacto con el sustrato reacciona con el
VEGF unido al anticuerpo y genera color. El color generado por dicha reaccién se
puede leer a 450 nm en un lector de placa. La densidad éptica medida es

directamente proporcional a la cantidad del VEGF presente en la muestras.
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6 RESULTADOS

6.1 Evaluacion de las dosis de MF y CP en células Hela y CaSki.

La citotoxicidad se expresa como el % de inhibicion de la viabilidad celular. En la figura
5 se muestran los resultados obtenidos con la linea celular HeLa mediante el método
XTT. Se observé que los tratamientos individuales de Mifepristona y Cisplatino no

modifican la viabilidad celular; sin embargo la combinaciéon disminuyd

significativamente la viabilidad en un 80%.
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Figura 5. Viabilidad de células Hela tratadas con mifepristona, (MF 10uM) cisplatino (CP 7.5 uM) o la
combinacién. La citotdxicidad se expresa como el porcentaje de inhibicidn de la viabilidad celular. Los
datos representan el promedio + error estandar (n=3). * P< 0.05 para la combinacién vs CTRL, MF, CP,
utilizando una prueba de ANOVA, seguida de una prueba de Tuckey.
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La viabilidad se evalué también con el método de cristal violeta (Figura 6) y se observd
un comportamiento similar al obtenido con el método XTT, es decir, los tratamientos

individuales de mifepristona y cisplatino no modificaron la viabilidad celular, mientras

qgue la combinacion la disminuyd en un 76%.
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Figura 6. Viabilidad de células Hela tratadas con mifepristona, cisplatino o la combinacién. La
citotéxicidad se expresa como el porcentaje de inhibicion de la viabilidad de estas células sometidas a
los distintos tratamientos (MF 10uM, CP 7.5 UM vy la combinacidn). Los datos representan el promedio

+ error estandar. * P< > 0.05 para la combinacién vs CTRL, MF, CP, utilizando una prueba ANOVA
seguida de una prueba de Tuckey.
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En la figura 7 se muestran los resultados de la inhibicidon celular evaluada con él
método de XTT en la linea celular CaSki. El tratamiento con mifepristona no modificé
significativamente la viabilidad celular, la administracion de cisplatino disminuyd la
viabilidad celular en un 40%; sin embargo, la combinacién de los tratamientos inhibid

de manera significativa la proliferacién celular en un 70%.
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Figura 7. Viabilidad de células CaSki tratadas con mifepristona, cisplatino o la combinacién. La
citotéxicidad se expresa como el porcentaje de inhibicion de la viabilidad de estas células sometidas a
los distintos tratamientos (MF 10uM, CP 12.5 UM vy la combinacidn). Los datos representan el
promedio + error estandar. Se realizé una prueba de ANOVA * P< 0.05 para la combinacion vs CTRL, MF.

38



Cuando se midid la viabilidad celular por el método de cristal violeta se observé que
los tratamientos individuales de mifepristona y cisplatino disminuyen la viabilidad
celular en un 35%, mientras que la combinacién muestra una disminucién mayor, de

aproximadamente un 50% (Figura 8).
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Figura 8. Viabilidad de células CaSki tratadas con mifepristona, cisplatino o la combinacién. La
citotéxicidad se expresa como el porcentaje de inhibicién de la viabilidad de estas células sometidas a
los distintos tratamientos (MF 10uM, CP 12.5 pM vy la combinacidén). Los datos representan el

promedio + error estandar. Se realizé una prueba de ANOVA * P <0.05 para la combinacién vs CTRL, MF,
CP.
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6.2 Efecto de MF en combinacidon con CP sobre los niveles de expresion

del gen VEGF

El efecto de la mifepristona, cisplatino o la combinacion sobre la expresion de los
genes VEGF-A y VEGF-C en las células Hela se analizé a través del ensayo RT-PCR
(Figura 9). Nuestros resultados indican que el gen VEGF-C no se expresa en células
Hela, mientras que el gen VEGF-A muestra una expresion baja en el grupo control y
esta expresiéon es similar tanto en el tratamiento con mifepristona como en el de
cisplatino; sin embargo, con el tratamiento combinado de mifepristona y cisplatino la

expresion del gen no fue detectada.
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Figura 9. (A) Expresién de los genes VEGF-A y VEGF-C en células Hela sometidas a los distintos
tratamientos (MF 10 uM, CP 7.5 uM vy la combinacién) utilizando el método RT-PCR. (B) Los resultados
fueron evaluados semi-cuantitativamente al calcular la relacién de la expresion del gen VEGF-A con
respecto a la expresion del gen GAPDH. Los datos se expresan como el promedio + error estandar (n=3).
* P= 0.05 para la combinacién vs CP, MF, CTRL; utilizando una prueba de ANOVA, seguida de una
prueba de Tuckey.
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En células CasKi se observd que la mifepristona, cisplatino o la combinaciéon no
modifican la expresion del gen VEGF-A (Figura 10), mientras que la expresién de VEGF-
C disminuye cuando se aplica la combinacién de los tratamientos con respecto a los

tratamientos individuales (Figura 11).
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Figura 10 (A) Expresion del gen VEGF-A en células sometidas a los distintos tratamientos (MF 10uM,
CP 12 uM vy la combinacién) utilizando el método RT-PCR. (B) Los resultados fueron evaluados semi-
cuantitativamente al calcular la relacién de la expresion del gen VEGF-A con respecto a la expresion del
gen GAPDH. Los datos se muestran como el promedio + error estandar (n=3).
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Figura 11. (A) Expresidon del gen VEGF-C en células sometidas a los distintos tratamientos (MF 10uM,
CP 12 uM vy la combinacidn) utilizando el método RT-PCR. . (B) Los resultados fueron evaluados semi-
cuantitativamente al calcular la relacién de la expresién del gen VEGF-C con respecto a la expresion del
gen GAPDH. Los datos se muestran como el promedio + error estandar (n=3). * P< 0.05 para la
combinacién vs CP, MF, CTRL; utilizando una prueba de ANOVA, seguida de una prueba de Newman-
Keuls.
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6.3 Efecto de MF, CP y su combinacion sobre la concentracion del VEGF

secretado en células Hela y CaSKi

En células Hela se observa que el tratamiento de mifepristona disminuye los niveles la
concentracién de la proteina VEGF secretada con respecto al control; sin embargo,
esta disminucidn fue significativamente mayor en el tratamiento combinado (Figura
12). El tratamiento de cisplatino no disminuye la concentracion de la proteina VEGF

secretada.
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Figura 12. Concentraciéon del VEGF secretado al medio de células Hela sometidas a los distintos
tratamientos (MF 10uM, CP 7.5 uM vy la combinacidn). La determinacién se realizé6 por un ensayo de
ELISA y se normalizé con respecto a concentracion de proteina total. Los valores representan la media +
e.e (n=3) *P< 0.05 para la combinacidn vs CTRL, CP, utilizando una prueba de ANOVA, seguida de

una prueba de Tuckey.
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En células CaSki se observa que tanto los tratamientos individuales como la
combinacion disminuyen de manera significativa la cantidad de VEGF secretado por las

células tumorales con respecto al control (Figura 13).
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Figura 13. Concentracién del VEGF secretado al medio de células CaSki sometidas a los distintos
tratamientos (MF 10uM, CP 12 uM vy la combinacién). La determinacion se realizd por un ensayo de
ELISA y se normalizé con respecto a concentracion de proteina total. Los datos representan la media +
e.e (h=3) *P< 0.05 para el CTRL vs MF, CP y la combinacién; utilizando una prueba de ANOVA,

seguida de una prueba de Tuckey.
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6.4 Cuantificacion del VEGF en un modelo experimental de CaCU

después del tratamiento de mifepristona y cisplatino

La determinacion del VEGF en un modelo experimental, demuestra que la
concentracién de la proteina en el liquido extracelular de tumores de cérvix, disminuye
después de un tratamiento combinado de CP y MF con respecto al tratamiento Unico

de cisplatino (Figura 14).
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Figura 14. Concentracién del VEGF extracelular en dializados de tumores de cérvix desarrollado en
ratones atimicos y tratados con cisplatino (3mg/kg/dia x 1 dia. I.P) y MF (2mg/Kg/dia x 4 dias)
combinado con CP a la misma concentracion. La concentracién del VEGF fue analizada mediante un
ensayo de ELISA. Los datos se expresan como el promedio + e.e. (CP n=2), (CP + MF n=4). *P< 0.05 para
la combinacion vs CP. Utilizando una prueba de T.
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6.5 Efecto de MF en combinacion con CP sobre la expresion del gen E6
En células Hela se observd que mifepristona y cisplatino no modifican la expresion del
gen E6, mientras que su combinacion disminuye su expresion de manera significativa

con respecto a los tratamientos individuales y al control (Figura 15).
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Figura 15. (A) Expresidn del gen E6 en células sometidas a los distintos tratamientos (MF 10uM, CP 7.5
UM vy la combinaciéon) utilizando el método RT-PCR. (B) Los resultados fueron evaluados semi-
cuantitativamente al calcular la relacion de la expresion del gen E6 con respecto a la expresion del gen
GAPDH. Los datos se muestran como el promedio + error estandar (n=3). P< 0.05 para la combinacién
vs CTRL, CP, MF, utilizando una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tuckey.
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Nuestros resultados en células CaSki muestran que los tratamientos individuales
disminuyen moderadamente la expresion del gen E6; sin embargo, la disminucién fue

mayor con el tratamiento combinado (Figura 16).
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Figura 16. (A) Expresion del gen E6 en células sometidas a los distintos tratamientos (MF 10uM, CP 7.5
MM vy la combinacién) utilizando método RT-PCR. (B) Los resultados fueron evaluados semi-
cuantitativamente al calcular la relacion de la expresién del gen E6 con respecto a la expresién del gen
GAPDH. Los datos se muestran como el promedio + error estandar * P< 0.05 para la combinacion vs
CTRL, MF.
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7 DISCUSION

Las terapias actuales para el tratamiento de cancer cervical avanzado incluyen el uso
de cisplatino y su combinacidon con radioterapia u otros agentes quimioterapéuticos.
Se cree que el mecanismo de accidn del cisplatino es mediante la formacién de
uniones inter o intra-catenarias con el ADN culminando en la iniciacién de |la apoptosis.
Los problemas asociados con la terapia de cisplatino incluyen desarrollo de resistencia
y efectos secundarios de los cuales los mds importantes son la neurotoxicidad y la
nefrotoxicidad. A pesar de lo anterior, el cisplatino continda siendo el tratamiento mas
eficaz para el cancer cervical; por lo cual, la busqueda de nuevos farmacos o regimenes
en combinacidn con el cisplatino son necesarios para incrementar su actividad tumoral
y disminuir sus efectos secundarios.

En el presente estudio, se evalud el efecto del agente anti-progestageno mifepristona
sobre la citotoxicidad y la actividad antiangiogénica de cisplatino en dos lineas
celulares de céncer cervical (HelLa VPH-18 y CaSki VPH-16) con cisplatino y
mifepristona asi como su combinacidon. Cabe sefialar que las dosis utilizadas de
cisplatino para ambas lineas celulares, fueron lo suficientemente bajas que al ser
aplicadas de  manera individual no mostraron efectos significativos sobre la
citotoxicidad. En el caso de mifiepristona, la dosis de 10 uM representa la dosis
farmacoldgica; ademas, en estudios previos se ha demostrado que esta dosis funciona
como quimiosensibilizante (Qin and Wang 2002).

Nuestros resultados indican que la combinacidn de los tratamientos cisplatino,
mifepristona disminuyd el porcentaje de viabilidad celular de manera significativa, en
ambas lineas analizadas con respecto al control y a los tratamientos individuales de
mifepristona y cisplatino.

La mifepristona se ha empleado para modular la actividad citotdxica de farmacos como
la doxorrubicina, paclitaxel, cisplatino y otros agentes antineoplasicos, principalmente
en canceres hormono-dependiente (mama, préstata, ovario); sin embargo, no se ha
demostrado su eficacia en la modulacion de los efectos citotdxicos de farmacos
utilizados en el tratamiento del cdncer cervical. Nuestros resultados concuerdan con

reportes en la literatura en los cuales se demuestra que la mifepristona produce un
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aumento de la quimiosensibilidad hacia el cisplatino en una linea celular de cdncer de
ovario (COC1) que expresa receptores a progesterona (RP+); en el mismo estudio se
observa también que el porcentaje de inhibicion en el tratamiento combinado
(mifepristona mas cisplatino) es mayor que en el tratamiento de cisplatino solo (Qin
and Wang 2002); sin embargo, en las lineas celulares utilizadas en el presente trabajo
(HeLa y CaSki), la expresidon de receptores a progesterona es baja comparada con la
expresion en células de cancer de mama MCF-7 (Garcia-Lépez et al, 2004), asi que
probablemente el mecanismo por el cual mifepristona actia como un agente
guimiosensibilizante sea independiente de receptores de estrégenos y progesterona;
uno de los mecanismos propuestos podria ser un efecto mediado por receptores a
glucocorticodes los cuales se expresan en las lineas celulares estudiadas, ademas
dichos receptores participan en la quimiosensibilidad y proliferacién celular (Lu et al,
2005).

Los receptores a glucocorticoides al unirse con su ligando, son traslocados al nucleo y
pueden interactuar con el ADN, inducir la transcripcion de genes que contengan
elementos de respuesta a glucocorticoides e incluso desencadenar mecanismos de
apoptosis. (Dvorak et al, 2006). Estudios in-vitro e in-vivo han demostrado que
mifepristona induce arresto y muerte celular por medio de la activacién de las
caspasas 3, 8 y 9 en lineas celulares de cancer de mama que son positivas a receptores
de estrdgenos y progesterona y ademas son resistentes a una terapia antiestrogénica
(Gaddy et al, 2004).

Por otra parte se ha reportado que las hormonas pueden inducir efectos fisiolégicos
tales como sintesis y expresién de ciclinas, de manera independiente a sus receptores,
lo cual sugiere que una gran cantidad de células pueden responder a hormonas aun en
ausencia de receptores (Marino et al, 2002). Lo anterior podria ser un mecanismo para
explicar la quimiosensibilidad del cisplatino después de la exposicidon a mifepristona en
células Hela y CaSki.

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que mifepristona incrementa
tanto las concentraciones intracelulares de cisplatino en una linea de CaCU como las
concentraciones intratumorales en un modelo experimental; asi que mifepristona a 10
UM incrementa la retencién del cisplatino in-vitro e in-vivo. Ademas, algunos

antagonistas como tamoxifeno y toremifeno interfieren con la funcién de la
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glicoproteina P (P-gp, una proteina de membrana cuya funcidén es expulsar diversos
compuestos al exterior de la célula), dichos antagonistas se caracterizan por su
hidrofobicidad y la presencia de anillos fenilo (Haity, 1992) caracteristica que también
presenta mifepristona, por lo que se sugiere que el efecto sensibilizante de la
mifepristona al tratamiento quimioterapéutico puede deberse a la inhibicién de la
funcion de P-gp mediante el bloqueo de sitios de union de la proteina; un mecanismo
de accién que ya se ha demostrado para otros agentes quimiosensibilizantes (Ford y
Hait, 1990).

Por otro lado, el incremento en la angiogénesis se ha correlacionado con la progresién
tumoral y la metastasis en diversos canceres incluidos los carcinomas cervicales
(Branca et al, 2006; Kodama et al, 1999; Cheng et al, 2000); la angiogénesis se asocia
con displasias cervicales de alto grado y carcinomas invasivos de células escamosas del
cuello uterino; por lo cual, la presencia de anormalidades en la vasculatura es una
herramienta util en la detecciéon colposcépica de este tipo de lesiones (Stafl y
Mattingly, 1975; Smith-McCune y Weidner, 1994; Loncaster et al, 2000). El incremento
en la expresion del VEGF parece estar asociado con la angiogénesis en carcinomas
cervicales ya que existe una correlacion positiva entre los niveles del VEGF y el tamafio
del tumor (Wen-Fang et al, 1999).

Los trabajos que han estudiado el efecto de agentes antineopldsicos sobre la expresion
del VEGF en tumores ginecoldgicos son escasos; asi que en el presente estudio se
evalud el efecto de mifepristona, cisplatino y su combinacién sobre la expresién y la
produccién del VEGF en células Hela y CaSki. Nuestros resultados demuestran que la
expresion de los distintos tipos del gen VEGF difiere entre lineas celulares. En células
Hela un tratamiento de cisplatino combinado con mifepristona disminuyé la expresion
y secrecion del VEGF-A con respecto a los tratamientos individuales; mientras que el
gen VEGF-C no se expresa en células Hela, en células CaSki se expresan ambos.

En células CaSki, la expresidn del gen VEGF-A no se ve modificada por ninguno de los
tratamientos; sin embargo, la expresion del VEGF-C disminuye con la combinacién. La
concentracidon extracelular del VEGF-A se altera en cada uno de los tratamientos con
respecto al control, lo cual sugiere que el mecanismo podria estar a un nivel post-

transcripcional.
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Diversos estudios sugieren que el gen VEGF-C es un marcador especifico para las
neoplasias intraepiteliales (NIC), ademas las células tumorales que secretan VEGF-C
poseen una mayor capacidad invasiva y metastdsica debido no sélo a su capacidad de
pasar a través de las barreras tisulares; sino también a su capacidad de estimular el
endotelio linfatico lo cual conlleva a la expansidon tumoral (Branca et al, 2006; Koji et al,
2005; Masatsugu et al, 2001).

Se ha reportado que cisplatino a dosis elevadas reduce las concentraciones del VEGF
en lineas celulares de cancer de ovario, mediante la inhibicion de la actividad del factor
inducible de hipoxia (HIF-1), el cual es un potente regulador del VEGF (Xiao-Song Zhong
et al, 2007; Duyndam MCA et al, 2007). Ademas se ha demostrado el efecto inhibitorio
de los glucocorticoides (mediante su unidon a receptores de glucocorticoides) sobre la
angiogénesis y la linfoangiogénesis en células de cancer de prdstata y queratinocitos;
en dichos trabajos la mifepristona es utilizada como un antagonista de receptores a
glucocorticoides, mostrando inhibicién del efecto anti-angiogénico sélo cuando es
administrada junto con éstos (dexametasona, hidrocortisona, 5a-dihidrocortisona). Sin
embargo, mifepristona administrada como agente Unico, no modifica la expresion de
VEGF-A ni de VEGF-C en lineas celulares de cancer de prostata (Yano et al 2006 (a);
Yano et al, 2006 (b)). También se ha demostrado que mifepristona actua bloqueando
los elementos de respuesta a glucocorticoides contenidos en diversos genes mediante
la alteracién de sus receptores durante la etapa de transformacidn; no obstante,
existen complejos mifepristona-RG que son capaces de unirse al ADN y se ha
demostrado que mifepristona revierte sélo parcialmente la supresién de la actividad
del factor nuclear-kB (NF-kB). La regién promotora del VEGF-C presenta un elemento
de respuesta para NF-kB con lo cual regula su transcripcion (Chilov et al, 1997). Al igual
que los glucocorticoides, la mifepristona ejerce un efecto inhibitorio del VEGF-C,
mediando la supresion de la actividad transcripcional de NF-kB, aunque en menor
grado.

Aunqgue el mecanismo molecular que gobierna la expresion del VEGF aun no ha sido
bien caracterizado, se ha reportado la regulacién de su expresién por diversas
citocinasexisten citocinas que. De esta forma, la expresién in-vivo de la interleucina 6
(IL-6) participa en la vascularizacion en tejidos reproductivos e incluso en el

crecimiento tumoral, por lo que se ha sugerido su participacién durante el proceso
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angiogénico (Motro, 1990; Hirano et al, 1990). Cohen et al (1996) reportaron que la IL-
6 promueve la angiogénesis induciendo la expresion del VEGF, mediante elementos
especificos de ADN localizados en regiones promotoras de éste factor.

En un estudio realizado por Lu et al (2001), se demuestra que la mifepristona inhibe la
secrecion de la IL-6 en células ectdpicas de endometrio.

El efecto de la combinacion del tratamiento de mifepristona y cisplatino sobre la
expresion del gen VEGF, podria ser explicado parcialmente por alguno de los
mecanismos antes mencionados; ademas, tomando en cuenta el efecto
guimiosensibilizante de la mifepristona, podriamos también proponer que el efecto de
cisplatino sobre la modulacién del gen VEGF sea mayor en presencia de mifepristona.
Estudios previos han reportado una posible correlacién entre la expresion del VEGF y
virus del papiloma humano (VPH’s) de alto riesgo en neoplasias intraepiteliales de bajo
grado (Branca et al, 2006; Branca et al, 2006; Cheng et al, 2000; Kodama et al, 1999) y
se ha propuesto que la capacidad transformante de los oncogenes E6 y E7 podria
actuar en la sobre-expresion de moléculas pro-angiogénicas que se requieren para la
progresién hacia un fenotipo tumorogénico in vivo (Lépez-Ocejo et al 2000) asi como
en la sobre expresion de VEGF en lineas de cancer cervical (Bequet, 2000; Toussaint et
al, 2004). El 99.7% de los carcinomas cervicales invasivos alrededor del mundo
contienen y expresan ADN de VPH (Herrington, 1999; Walboomers et al, 1999), siendo
los mas comunes los tipos VPH 16 y VPH 18. Las proteinas tempranas E6 y E7 se
expresan de manera continua en los tejidos de canceres cervicales asociados a VPH,
tejidos y lineas celulares derivadas de tumores cervicales (Androphy et al., 1987; Choo
et al., 1987; Hawley-Nelson et al, 1989). Estas dos oncoproteinas pueden interactuar
fisicamente e inhibir dos proteinas reguladoras del ciclo celular, p53 y el producto del
gen retinoblastoma pRB (Dyson et al., 1989; Werness et al, 1990).

Tomando en cuenta la importancia de estas oncoproteinas, en el presente trabajo se
evalud el efecto de la combinacidon mifepristona y cisplatino sobre la expresién de la
oncoproteina E6. Nuestros resultados demuestran que la combinacién de tratamientos
mifepristona cisplatino inhiben la expresiéon del gen E6 en células Hela ésta es
directamente proporcional a la expresién del gen VEGF-A; lo anterior concuerda con
estudios reportados en la literatura los cuales sefialan que la pérdida de la expresion

de E6/VPH-18 inhibe la expresién del gen VEGF-A, lo que sugiere que E6/VPH-18 regula
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de manera positiva la expresién de VEGF-A en células. La induccién indirecta de la
expresiéon del gen VEGF por E6 podria involucrar factores regulatorios tales como HIF-
a.

La expresidon del gen E6 también se analizd en la linea celular CaSki (VPH-16)
observando que al igual que en Hela, la combinacidn mifepristona cisplatino
disminuye la expresion de E6. Ademas, se observo que la expresion de E6 en CaSki es
directamente proporcional a la expresidon del gen VEGF-C; la expresion del VEGF-A no
se ve afectada en ausencia o presencia de E6. Se sabe que la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16 en queratinocitos y lineas celulares de cancer
cervical, incrementan la expresion del VEGF (Beckner, 1999). Diversos trabajos han
indicado que E6 contribuye a la angiogénesis tumoral via la estimulacién directa del
promotor del gen VEGF a través de sitios de unidn Spl, ademas, la expresion de E6
podria contribuir al menos en parte a la elevada expresién de HIF-a en canceres
cervicales, ya que se ha demostrado que la sobre-expresion de E6 y E7 promueven de
manera significativa la acumulacién de HIF-a y la subsecuente expresiéon del VEGF en
células de cancer cervical (L6pez-Ocejo, 2000).

Para explicar el mecanismo por medio del cual la combinacién de los tratamientos
utilizados en el presente trabajo (MF+CP) modifica la expresion del gen E6 en ambas
lineas celulares analizadas, se menciona el estudio realizado por Zhong vy
colaboradores (2007) en el cual se demuestra que cisplatino inhibe la activacién
transcripcional del VEGF en células de cancer de ovario de una manera dosis
dependiente, alcanzando su maxima inhibicidn a una dosis de 100 uM; dicha inhibicién
requiere de un sitio de unién a HIF-1 en el ADN.

Liu y colaboradores (2008) demuestran que el cisplatino disminuye la expresién de E6,
p53, p21, Bax y Bcl-2, por lo cual concluyen que el cisplatino puede inducir apoptosis
en células Hela a través de la supresion de E6 y restaurando la funcidén de p53. Ravi et
al (2000), demuestra que p53 inhibe la actividad de HIF mediante su ubiquitinizacion y
degradacion proteosomal; por lo tanto, la pérdida de p53 incrementa los niveles de
hipoxia inducidos por HIF y aumenta la expresidon del VEGF dependiente de HIF en
células tumorales.

La expresién de E6 es controlada, entre otras, por una regién regulatoria del VPH

(URR), dicha regidn, contiene una serie de elementos de respuesta a glucocorticoides
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(GREs) (Gloss et al, 1991). En presencia de glucocorticoides, los GREs incrementan la
transcripcion de E6/E7 aumentando tanto la proliferacion celular como el crecimiento
tumoral de células de cancer cervical en ratones desnudos (Von Knebel et al 1991; Von
Knebel et al, 1992). Tomando en cuenta lo anterior, la mifepristona podria estar
bloqueando la transcripcion de E6 mediante su unidn a receptores de glucocorticoides.
La activacion post-traduccional que el VEGF puede presentar, claramente indica que
ademads de su cuantificaciéon a nivel génico o nivel de ARN es necesaria su
cuantificacion en el compartimiento en donde la proteina es biolégicamente activa es
decir, en el especio extracelular; por lo cual, el estudio del VEGF en el modelo
experimental de CaCU fue realizado mediante la técnica de microdialisis, la cual nos
permitid obtener muestras de dializado en los cuales se cuantificé el VEGF secretado
por las células tumorales. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en los
ensayos in-vitro, ya que la combinacién de tratamientos de mifepristona y cisplatino
disminuyen de manera significativa la concentracion del VEGF en comparacion con el
tratamiento de cisplatino individual. El mecanismo por medio del cual la mifepristona y
el cisplatino interactian con el VEGF, aun es desconocido; sin embargo, en este
estudio se demuestra que la combinacién de tratamientos disminuye la expresién del
gen VEGF en lineas celulares, asi como la concentracién de la proteina en un modelo
in-vitro e in-vivo. Asi que podemos sugerir que la combinacion de tratamientos tiene
un efecto a nivel transcripcional, traduccional e incluso post-traduccional.

En los ultimos afos, el tratamiento con inhibidores de la angiogénesis ha aumentado.
El esquema de quimioterapia tradicional se basa en la administracion de altas dosis de
farmacos en un periodo de tiempo corto, con la finalidad de eliminar rdpidamente a las
células cancerosas. Dosis cronicas no son posibles debido a la alta toxicidad de estos
farmacos. Los farmacos dirigidos a la angiogénesis generalmente son menos téxicos y
tedricamente pueden administrarse durante periodos mas largos. Ademas el
resultado de una terapia anti-angiogénica sera mayormente un arresto en el
crecimiento tumoral o la regresién hacia un tumor no vascularizado. Muchos de los
agentes quimioterapéuticos tradicionalmente utilizados, pueden ser anti-angiogénicos
cuando son administrados a dosis menores a las que se utilizan cominmente en
pacientes. En el 2000, Timoty Browder, Folkman y colaboradores, reportaron que el

uso de ciclofosfamida, a dosis bajas durante un periodo de tiempo largo, resulta en la
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inhibicién de la angiogénesis y la regresién tumoral. Resultados similares fueron
reportados al mismo tiempo por Robert Kerbel y colaboradores, quienes utilizaron una
combinacion de vinblastina a dosis bajas con un anticuerpo dirigido al receptor celular
de la molécula pro-angiogénica VEGF-A.

A éste tipo de régimen se le ha denominado como terapia monotrondémica y es

actualmente el objetivo de numerosos estudios.

En la figura 17 se resumen los posibles mecanismos del cisplatino y la mifepristona

sobre la expresién y concentracion del VEGF en CaCU.

1) La mifepristona (MF) se une a receptores de glucocorticoides (RG) que se
encuentran asociados a HSP90 en el citoplasma, la unién de MF a su receptor puede:
inducir la liberacion de HSP90 activando el complejo o estabilizar el complejo
dejandolo en un estado inactivo. 2) El complejo MF-RG, se trasloca al nucleo en dénde
puede unirse a sitios de unién a NF-kB en el promotor del VEGF limitando la actividad
de este factor de transcripcién y suprimiendo la expresion del VEGF. 3) MF también
inhibe a la interleucina 6 (IL-6) evitando que se una a sus elementos de respuesta en el
promotor del VEGF. Por otra parte, la MF puede activar algunas caspasas con lo cual se
activa la cascada apoptodtica; 5) ademds, puede unirse a la glicoproteina p (P-gp),
interfiriendo con su funcidn, lo cual resulta en el aumento de la concentracidon del
cisplatino (CP) intracelular. 6) El CP por su parte, dafia al DNA con lo cual la célula entra
en apoptosis; 7) ademas puede inhibir a la oncoproteina E6, lo cual eleva los niveles
de p53 y la entrada hacia apoptosis.8) Se ha reportado que CP inhibe al factor
inducible de hipoxia a (HIF-a) una proteina importante en la activacidn transcripcional
del VEGF. 9) La inhibicién E6 por CP también puede a su vez suprimir a HIF-a, ya que

E6 puede inhibir la actividad de ésta proteina.
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VEGF en cancer cervical.
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8 CONCLUSION

Los genes VEGF-A y VEGF-C se expresan de manera diferente en las dos lineas
celulares utilizadas, (Hela VPH-18, CaSki VPH-16) lo cual podria explicarse por la
presencia de distintos tipos de VPH. Mifepristona presentd un efecto anti-angiogénico
al ser combinada con cisplatino de manera distinta entre ambas lineas celulares y en
un modelo in-vivo. En este trabajo observd que la expresion del gen E6 se modifica
con el tratamiento combinado de MF y CP. Aun faltan estudios para dilucidar el
mecanismo por el cual se observa éste efecto; sin embargo, proteinas que influyen en
la expresion del VEGF en cancer de cérvix tales como E7, HIF-a, IL.-6 y hormonas
esteroideas entre otras, podrian tener una participacion importante sobre la
modulacion del proceso anti-angiogénico. Mifepristona incrementé la citotéxicidad de
cisplatino de manera sinérgica, las dosis empleadas en éste trabajo fueron lo
suficientemente bajas que al ser aplicadas de manera individual no mostraron efectos
sobre la citotoxicidad. Sin embargo, la combinacién de los tratamientos mostrd un
efecto citotdxico de aproximadamente un 80%.

Es necesario realizar mas estudios que nos permitan proponer la inclusion de la
Mifepristona en el esquema convencional de Cisplatino utilizado en cancer de cérvix,
como un posible tratamiento anti-angiogénico en pacientes con cadncer avanzado. Sin
embargo, el uso de dosis bajas de cisplatino y mifepristona podrian mejorar la eficacia

del tratamiento de éste cancer.
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9 ANEXO

Estandarizacion del método RT-PCR para los genes VEGF-A y VEGF-C

Se realizé una curva de ciclos con la finalidad de obtener el nimero de ciclos a los
cuales cada uno de los genes se encuentra en la fase exponencial. Esto se realizé tanto
para VEGF-A como para VEGF-C. En la figura 18, se muestra la curva de ciclos para
VEGF-Ay en la figura 19 para VEFG-C. Las condiciones obtenidas para la PCR fueron las
siguientes: para VEGF-A un periodo inicial de desnaturalizacién de 96° por 3 minutos;
28 ciclos de 94° por 1 minuto (desnaturalizacién), 58° por 1 minuto (alineacién), 72°
por 2 minutos (ampliacion) y un ciclo de 72° durante 10 minutos. Para VEGF-C las
condiciones fueron las siguientes: 96° durante 3 minutos de desnaturalizacion inicial,
30 ciclos de 94° por 1 minuto (desnaturalizacion), 60° por 1 minuto (alineacién), 72°

por 2 minutos (adsmpliacion) y un ciclo de 72° durante 10 minutos.

MPM 10c 20c 30c 40c 50c

m VEGF-A

Curva VEGF-A

R 2
Area mm
N
o
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Figura 18. Curva de estandarizacion para el gen VEGF-A. Cada punto representa el tamafio de la banda
(mm?) en un ndmero de ciclos determinado.
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Figura 19. Curva de estandarizacion para el gen VEGF-C. Cada punto representa el tamaio de la banda
(mm?) en un ndmero de ciclos determinado.
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