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ARTICULO ORIGINAL
Cir Cir 2014;82:3-10.

Efecto de la crioterapia en la
regulacion de la expresion del
factor de crecimiento del endotelio
vascular y del factor derivado del
epitelio pigmentado

RESUMEN

Antecedentes: la crioterapia es una técnica no invasiva que usa frio
intenso para congelar y destruir los tejidos cancerosos. Sus efectos en
la expresion del factor de crecimiento del endotelio vasculary el factor
derivado del epitelio pigmentado no se han descrito.

Material y métodos: estudio experimental en modelos experimentales
de crioterapia. En la esclera del ojo derecho de 12 cerdos se aplicé un
punto de congelamiento durante 10 segundos. Se usaron 3 cerdos como
controles normales. Los animales se sacrificaron alos 7, 14y 21 dias y
el tejido de coroides y retina se seccioné en areas de aproximadamente
1 cm? circundantes al punto de congelamiento. Los niveles de expre-
sion del factor de crecimiento del endotelio vascular y factor derivado
del epitelio pigmentado se determinaron y analizaron por reaccién en
cadena de la polimerasa acoplada a reverso-transcripcion.

Resultados: los niveles de factor de crecimiento del endotelio vascular
disminuyeron significativamente (24%, p < 0.05) a los 7 dias postra-
tamiento, mientras que la expresién del factor derivado del epitelio
pigmentado aumentd 44.8% (p< 0.05) en comparacién con los niveles
de las muestras normales. Los niveles de expresion se mantuvieron hasta
el dia 14 y regresaron a valores basales en el dia 21.

Conclusiones: este trabajo expone la relaciéon entre la crioterapia y la
expresion de dos factores angiogénicos. Los resultados muestran cam-
bios significativos en la expresion del factor de crecimiento del endotelio
vascular y factor derivado del epitelio pigmentado, y evidencian que
ambas proteinas son reguladas en respuesta al tratamiento criogénico
en periodos relativamente cortos (21 dias).

Palabras clave: factor de crecimiento del endotelio vascular, factor
derivado del epitelio pigmentado, crioterapia.

Effect of cryotherapy over the expression
of vascular endothelial growth factor
and pigment epithelium-derived factor

ABSTRACT

Background: Cryotherapy is a no invasive technique that uses intense
cold to freeze and destroy cancer tissues. There are no descriptions of
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its effects over the expression of vascular endothelial growth factor and
pigment epithelium-derived factor.

Methods: Experimental study in cryogenic spot were applied in the
right sclera of twelve pigs for ten minutes. Other 3 pigs were used as
normal controls. Animals were sacrificed at 7, 14 and 21 and the tis-
sues of choriodes and retina were dissected in areas of approximately
1 cm? surrounding cryogenic spots. Expression levels of vascular en-
dothelial growth factor and pigment epithelium-derived factor were
determined analyzed using polymerase chain reaction coupled to
reverse-transcription.

Results: Vascular endothelial growth factor was significantly downregu-
lated (24%, p< 0.05) seven days post-treatment meanwhile pigment
epithelium-derived factor levels increased 44.8% (p< 0.05) as compared
to normal controls (untreated). Both vascular endothelial growth factor
and pigment epithelium-derived factor levels remain the same until
day 14 but returned to basal expression at day 21.

Discussion: This work expose the relation of cryotherapy with the expres-
sion of two factors related to angiogenesis. Results showed significant
changes on the expression of vascular endothelial growth factor and
pigment epithelium-derived factor illustrating that both proteins are
regulated in response to cryogenic treatment in relatively short periods
(21 days).

Key words: Vascular endothelial growth factor, pigment-epithelium
derived factor, cryotherapy.
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ANTECEDENTES

La angiogénesis es un proceso de miltiples
fases en la formacién de vasos sanguineos y es
critico para la preservacién de todos los tejidos.
Lo normal es que exista un equilibrio fisiol6gi-
co estrictamente regulado por la expresion de
factores angiogénicos y antiangiogénicos que
mantenga la vasculatura en un estado relativo
de quiescencia."?

La neovascularizacién es un término que
suele aplicarse a la angiogénesis causada por
condiciones patolégicas. Diversos factores
angiogénicos se relacionan con el proceso de
neovascularizacion. Algunos de ellos producen
el crecimiento de nuevos vasos, como el factor

de crecimiento del endotelio vascular, y otros
lo inhiben, como el factor derivado del epitelio
pigmentado.*'°

El factor de crecimiento del endotelio vascular
es una glicoproteina secretada en condiciones
de hipoxia '""'* que se asocia con la aparicién de
tumores y de diversas patologias que involucran
a la neovascularizacién intraocular."' El factor
de crecimiento del endotelio vascular promueve
la permeabilidad vascular, proliferacion y migra-
cién de las células endoteliales y protege a los
tejidos adyacentes a la apoptosis.'®'”

El factor derivado del epitelio pigmentado es
una glicoproteina que pertenece a la superfa-
milia de inhibidores de serina proteasas.'® Actta
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como una sustancia inhibidora del estimulo
angiogénico y como factor neurotrépico fun-
cional.’?® Promueve la apoptosis endotelial,
inhibe el crecimiento, la migracion de células
endoteliales y la permeabilidad vascular.?' Sus
concentraciones en el vitreo estan disminuidas
en pacientes con retinopatia diabética donde
la proliferacion de células endoteliales esta in-
crementada. Recientemente se investigd muy a
fondo, en el campo de la angiogénesis normal
y la asociada con tumores, el factor derivado
del epitelio pigmentado. Durante el proceso de
neovascularizacion el equilibrio fisiolégico en-
tre los factores inhibidores y estimulantes de la
angiogénesis se pierde; es decir, el estimulo an-
giogénico prevalece sobre la inhibicién.?*?* Este
cambio promueve el crecimiento tumoral y la
metdstasis.'®**** Ambos factores se utilizan como
blancos terapéuticos para regular la expresion y
funcion de otros componentes relacionados con
este fendmeno.

La construccién de proteinas recombinantes
o anticuerpos monoclonales en contra de los
ligandos y receptores del factor de crecimiento
del endotelio vascular y del factor derivado
del epitelio pigmentado permite la supresién
del surgimiento de nuevos vasos alrededor del
tumor y los debidos a la induccién de la muerte
celular. Debido al alto costo de este tratamiento
es dificil que la poblacion de escasos recursos
pueda acceder a ellos. La fotocoagulacion, radio-
terapia y la crioterapia son otros tratamientos que
reducen la neovascularizacion. La crioterapia se
utiliza comGnmente como un tipo de tratamiento
tumoral en sitios donde los recursos son escasos;
sin embargo, también se usa en otro tipo de pa-
decimientos vasculares. La técnica consiste en
la aplicacion de pequenos puntos criogénicos
alrededor de la lesién mediante una sonda elec-
tronica que alcanza temperaturas inferiores a 0°2°
para establecer una barrera definida alrededor
del drea afectada causando el minimo dafo al
tejido sano adyacente.?® Durante la crioterapia

se forman cristales de hielo en las células que
provocan una ruptura mecanica de las mem-
branas y se delinean las zonas necréticas. Se
ha propuesto que las concentraciones salinas
elevadas en el frente de congelamiento son
letales para las células debido al encogimiento
causado por la captacion de agua desde el inte-
rior de la célula.?”*® Ademas, se ha reportado la
aparicion de células apoptéticas en el frente de
formacion del hielo, donde la temperatura no es
lo suficientemente baja para matar a las células
de forma instantanea.”’

También se desconoce si la crioterapia tiene
efectos adicionales a la destruccién fisica de
las células en la zona periférica al punto de
congelamiento, como la alteracién en el equi-
librio de la expresion del factor de crecimiento
del endotelio vascular y del factor derivado del
epitelio pigmentado. Este estudio muestra, en un
modelo animal, que después de la crioterapia los
niveles de expresion del factor de crecimiento
del endotelio vascular y del factor derivado del
epitelio pigmentado son afectados en el tejido
adyacente al punto de congelamiento.

MATERIAL Y METODOS

Estudio experimental en modelos experimen-
tales de crioterapia. Animales: se utilizaron
15 cerdos de la raza landrace de 3 a 4 meses
de edad. Los animales se trataron de acuerdo
con la regulacion del cuidado y uso de anima-
les de laboratorio descrita en la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) y con la
declaracién para el uso de animales en investiga-
cién oftalmica y visual (ARVO 2007). Previo a la
experimentacion los animales permanecieron un
periodo de aclimatacién de 7 dias en un bioterio
equipado con jaulas suficientes para albergar un
animal individualmente, aislados de contamina-
cion auditiva, a una temperatura ambiental de
25°Cy alimentados con dieta balanceada rica en
proteinas y fibra cruda. Las condiciones de luz y
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oscuridad se regularon en ciclos alternados de
12 horas. El cuidado y manejo de los animales lo
realizé diariamente un médico veterinario. Antes
del tratamiento los cerdos se anestesiaron por via
intramuscular con 30 mg/kg de pentobarbital y
las pupilas se dilataron con fenilefrina 2.5% y
tropicamida 1%.

Modelo experimental de crioterapia

Para investigar el efecto de la crioterapia se aplicd
CO, liquido con una sonda durante 10 segundos
en la region temporal de 12 ojos derechos. Otros
tres cerdos se utilizaron como controles norma-
les (sin tratamiento). Los animales se sacrificaron
alos 7, 14 y 21 dias después del tratamiento.
Los ojos se enuclearon y los tejidos de coroides
y retina se seccionaron a un cm? alrededor del
sitio del punto de congelamiento.

Extraccion de RNA y reaccion en cadena de la
polimerasa acoplada a reverso-transcripcion
(RT-PCR)

Los tejidos permanecieron en solucién esta-
bilizadora de RNA (RNAlater, Qiagen, USA) a
4°C por 24 horas. Las muestras se lavaron con
amortiguador TE 1X (Tris 10 mm, EDTA T mm
pH 8.0) y se centrifugaron a 10,000 x g durante
5 minutos. El tejido se transfirié a un tubo que
contenia 200 pL de TE 1X, 100 pL de perlas de
vidrio de 0.1 mm de diametro (Sigma-Aldrich. St.
Louis, MO) y 400 pL de solucién de lisis. El tejido
se homogeneizé con un instrumento Fast-prep
(Ribolyser Bio101, Carlsbad, CA) con 5 pulsos
de 4.5 m/s, alternados cada 30 s. Posteriormente
se extrajo el RNA y purificé de acuerdo con el
protocolo descrito para el equipo High Pure RNA
(Roche-applied-science, IN, USA). La calidad y
cantidad del RNA se determiné por espectrofoto-
metria y electroforesis en gel de agarosa. Para la
reaccion de RT-PCR se us6 el sistema Titan One
Tube RT-PCR (Roche-applied-science, IN, USA).
Se usaron 85 ng de RNA total y 10 pmoles de
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los oligonucledtidos del factor de crecimiento
del endotelio vascular y del factor derivado del
epitelio pigmentado y gliceraldheido-3-fosfato
deshidrogenasa (GADPH) que generé los frag-
mentos de 191, 225 y 422 pb, respectivamente.
La sintesis del cDNA se realizé a 55°C durante
30 minutos y se amplificé por 25 ciclos (desna-
turalizacion a 94°C durante 30 s, hibridaciéon a
58°C durante 30's, y polimerizacién a 68°C por
espacio de 40 s).

Oligonucledtidos y andlisis de expresion

Los oligonucledtidos se disefiaron para ampli-
ficar regiones comprendidas entre dos exones,
separados por intrones con las siguientes secuen-
cias: factor de crecimiento del endotelio vascular
(FWD=5"-CTCTACCTCCACCATGCCAAGTG-3"y
REV=5"-CTGGCCTTGGTGAGGTTTGATCC-3");
factor derivado del epitelio pigmentado (FWD=
5-CCCATGATGTCGGACCCTAAG-3" y REV=
5"-CGCCTTCGTAACTCAGCTTCAG-3")y GAPDH
(FWD=5"-GTCATCATCTCTGCCCCCTCTG-3"y
REV=5'-ACGCCTGCTTCACCACCTTC-3'). Este
Gltimo se us6 como valor de referencia para
determinar los niveles de expresién entre los
factores estudiados. Los productos amplificados
se analizaron en el programa Doc-It LS (UVP, Inc.
Cambridge UK). La intensidad de las bandas se
capturd en pixeles y los valores se extrapolaron a
porcentaje de expresion considerando los valores
basales de las muestras normales.

Andlisis estadistico

Se proces6 en el programa SPSS versiéon 15
para Windows 7 (SPSS, Inc, Chicago, Illinois,
USA). Para determinar las diferencias entre los
grupos se aplicé un andlisis ANOVA de una
sola via, seguido por la prueba de Tukey. Para
las diferencias en la expresion entre el factor de
crecimiento del endotelio vascular y el factor
derivado del epitelio pigmentado en cada dia
postratamiento se calcul6 el cociente entre los
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porcentajes de expresion del factor de crecimien-
to del endotelio vascular entre el factor derivado
del epitelio pigmentado. Se consideré diferencia
estadisticamente significativa cuando los valores
de p fueron menores a 0.05.

RESULTADOS

Los niveles de expresién del factor de cre-
cimiento del endotelio vascular y del factor
derivado del epitelio pigmentado se midieron
por RT-PCR (Figura TA). En el Cuadro 1 se re-
sumen los valores de expresion de las muestras
controles y de las provenientes de los tejidos
con crioterapia. Siete dias después de la crio-
terapia el nivel del factor de crecimiento del
endotelio vascular fue menor en 24% (69.66
+ 0.5774, p< 0.05) mientras que la expresién
del factor derivado del epitelio pigmentado se
incrementd en 44.8% (108 + 0.5774, p< 0.05).
Al dia 14, los niveles del factor de crecimiento
del endotelio vascular en el grupo tratado con
crioterapia permanecieron con valores bajos
(71 £1.0) y los niveles de expresion del factor
derivado del epitelio pigmentado permanecie-
ron en 43.7% (119.33 + 0.5774).

La diferencia entre ambas proteinas fue signi-
ficativa (p< 0.05) con respecto a los valores
de expresion de los controles. En el dia 21 los
niveles del factor de crecimiento del endotelio
vascular regresaron a valores de expresion basal
sin diferencia significativa (109 + 1.0) (Cuadro1),
mientras que los niveles del factor derivado del
epitelio pigmentado disminuyeron en 22% en
el grupo de crioterapia (72 = 1.0) (Figura 1B).

El cociente entre la concentracion del factor
de crecimiento del endotelio vascular dividido
entre el factor derivado del epitelio pigmentado
de los niveles de expresion basal fue 1.25. Este
valor cambi6 a 0.61 y 0.55 para las muestras
obtenidas en los dias 7 y 14 postratamiento.
Para las muestras del dia 21 fue 1.51 (Figura 2).

DISCUSION

La crioterapia es un tratamiento que suele
aplicarse en una serie de padecimientos que
involucran la neovascularizacion tisular, como
el cancer y las enfermedades oculares crénico-
degenerativas.’>3 Se ha propuesto que el
mecanismo de destruccion celular que ocurre
en los tejidos tratados con crioterapia incluye
la activacién en la zona periférica al punto de
congelamiento de las vias apoptéticas intrinse-
ca y extrinseca. Esta Gltima es mediada por la
expresion del ligando activador de apoptosis
relacionado con TNF-a que, a su vez, inicia la
via de las caspasas.**** Ademds, se ha mostrado
que la crioterapia induce condiciones hipdxicas
en la zona periférica al punto de congelamiento
incrementando la apoptosis; se correlaciona
negativamente con la densidad de microvasos
en un modelo de cdncer de préstata.’® Sin
embargo, no existen reportes que describan el
proceso angiogénico posterior a la crioterapia,
particularmente en la zona periférica al punto
de congelamiento. En condiciones de hipoxia
se promueve la neovascularizacion mediada
por la expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular que activa la via de sefa-
lizacién de las protein-cinasas activadas por
mitégenos y la produccién de metaloproteasas
(MMPs).2437 En contraste, el factor derivado del
epitelio pigmentado es un inductor de apoptosis
y su presencia también se ha asociado con la
neovascularizacién al involucrar la inhibicion
de la ruta HIF-10/MAP cinasa mediante la com-
petencia por union al receptor 2 del factor de
crecimiento del endotelio vascular.3®3°

Nuestros datos muestran que después de la
crioterapia se rompe el equilibrio entre el factor
de crecimiento del endotelio vasculary el factor
derivado del epitelio pigmentado con cambios
significativos hasta los 14 dias, restableciendo
las concentraciones de ambas proteinas hacia
el dia 21. Estas observaciones sugieren el efecto
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Figura 1. Cuantificacion de las concentraciones del
factor de crecimiento del endotelio vascular y el factor
derivado del epitelio pigmentado. A) Gel de agarosa
con los productos de amplificacién de los genes del
factor derivado del epitelio pigmentado (P), del factor
de crecimiento del endotelio vascular (V) y de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa expresados en
tejido porcino a los 0 (basal, control normal), 7, 14 y
21 dias después del tratamiento con crioterapia. El gen
GAPDH se amplificé simultdneamente en la reaccién
como control interno. B) Grafica que representa la ex-
presién relativa del factor de crecimiento del endotelio
vascular y del factor derivado del epitelio pigmentado.
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VEGF= factor de crecimiento del endotelio vascular, PEDF=
factor derivado del epitelio pigmentado.

Figura 2. Grafica del cociente entre la concentracién
del factor de crecimiento del endotelio vascular divi-
dido por la del factor derivado del epitelio pigmentado
contra el tiempo después de la crioterapia.

Il = VEGF, [ = PEDF.

dual del tratamiento, por un lado una pobre
estimulaciéon angiogénica debida a las bajas
concentraciones del mensajero de factor de
crecimiento del endotelio vascular; y, por otro,
los valores altos del factor derivado del epitelio
pigmentado podrian, también, sugerir la acti-
vacién de la muerte celular. Estudios previos
muestran que el factor derivado del epitelio
pigmentado activa, indirectamente, la apopto-
sis mediada por TRAIL, a través de PPAR-g que
es secretado por los macréfagos localizados
en las zonas hipoxicas.”® Asi, el aumento del
factor derivado del epitelio pigmentado podria

Cuadro 1. Analisis de los datos obtenidos de la expresion relativa del factor de crecimiento del en-
dotelio vascular y del factor derivado del epitelio pigmentado (media + DE) a los 0 (control normal),

7, 14y 21 dias.

Control normal 7
VEGF (C.R.) 109.3+0.5774  69.66+0.5774
% de expresion 48.3 24
PEDF (C.R.) 88.3£0.5774 108+0.5774
% de expresion 38.6 44.8
Cociente VEGF/PEDF 1.25 0.66

14 21 p
7121.0 109+1.0 <0.05
24 47.7
119.33+.5774 72+1.0 <0.05
43.7 22
0.7 1.58

VEGF= factor de crecimiento del endotelio vascular, PEDF= factor derivado del epitelio pigmentado. C.R.= Concentracién
relativa. Los valores en negrillas representan el porcentaje de expresién relativa de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
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ser responsable de la disminucién del factor de
crecimiento del endotelio vascular durante el
tratamiento por una via independiente al factor
inducido por hipoxia tipo 1a; es evidente que la
regulacion entre estas dos proteinas es decisiva
para conservar el equilibrio entre los procesos
angiogénicos y anti-angiogénicos. El cociente
entre la concentracion del factor de crecimien-
to del endotelio vascular dividido entre la del
factor derivado del epitelio pigmentado mostr6é
un desequilibrio con valores menores a 1 hasta
el dia 14, y mayores a 1 cuando los tejidos se
restauran en el dia 21, lo que podria deberse a
la aparicién de un pico de reparacion o proli-
ferativo. Si bien los datos aqui expuestos estan
sujetos a mayor confirmacién, puede propo-
nerse a este cociente como un auxiliar en la
determinacion del estado proliferativo que toma
lugar en otros padecimientos de degeneracion
vascular.

CONCLUSIONES

Este trabajo expone la relacion entre la criotera-
piay la expresion de dos factores angiogénicos.
Los resultados muestran cambios significativos
en la expresion del factor de crecimiento del en-
dotelio vasculary del factor derivado del epitelio
pigmentado, por un lado disminuye la estimu-
lacién angiogénica y por otro activa la muerte
celular. Con estos datos proponemos al cociente
entre la expresién de estos factores como un
posible indicador del estado de progresion de
padecimientos con degeneracion vascular.
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