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RESUMEN

Los pacientes con cancer presentan inmunosupresion la cual esta
frecuentenente correlacionada con el estudio de la enfermedad y su
pronéstico.

La supresion del sistema inmune asociada al cancer parece ser
resultado directo de la presencia de la enfermedad ¢ resultado del
tratamiento de esta, mas que ser un antecedente o una condicidn
para que se de (Oldham, 1990),

En el presente traba)o se pretendlo investigar si LoS metapolitos
liberados en cultivo por un melanoma de ratén (clona M-3, ATCC),
estaban asociades con el dasarrollo y crecimiento del mismo "in
vitro" e "in vivo". Ya que entre los metabolitos liberados por el
melanoma se encuentran varios factores de crecimiento
transformantes (Benicelli y col. 1989). Se evaluo la respucsta
mitogénica a estos mnmetabolitos de varias lineas tumorales vy
fibroblastos de raton mediante la incarporacion de timidina
tritiada. Los resultados (Fig.4) mostraron que la respuesta varig
dependiendo de la célula blanco y el tiempo de la observacion. No
hubo cambios fenotipicos aparentes en los fibroblastos cuando se
pusieron en contacto con 10s metabolitos. El melanoma W-3 fue
estimulado con uno de los eluidos, de su medioc de cultivo, 1la
fraccién B (Fig 3)"in vitro", observacion que se correlaciono con
el resultado del experimento “in vivo" (Tablas 1 y 2}.

Los metabolitos encontrados en la fraccién A del eluido del medio
de cultive del melanoma M-3 inhibieron 1la actividad de los
melanocitos M-3 "in vitro", 1o cual tambien sucedié con el
experimento "in vivo.

Asi mismo se evaluo el efecto de estos metabolitos en linfocitos
T Lyt -2 y Lyt -3,-4. S8e encontro que ninguna de las fracciones
utilizadas en ei ensayg “in vive' estinuio a algupa de  las
subpoblaciones, mas bien se noto un decremente en la acvtividad de
los miswmos.

No existen trabajos que senalen el efecto de los metabolitos
tumorales en el desarrollo tumoral “in vive", o trabajos que
discutan el posible papecl de estos productos tumorales en células
del sistema inmune, de aqui la importancia de los rcesultados del
presente trabajo. Es posible que los factores de crecimiento
transformantes u otres productos de las células tumorales scan 1os
reponsahles de 1a 1nmunosuprogioen precente on paciontes Con cancer,
y que estas moleculas sean las mismas que requiten el crecimiento
tumoral regulando las tunciones Jde stras celulas a finde lograr el
establecimiento y exito del tumsr en el huespod.



INTRODUCCION

Las neoplasias estan c¢ompuestas de poblaciones celulares
heterogeneas. Esta heterogenridad fue notada primeramente a nivel
histologico, ahora se sabe que existe diversidad genetica,
bioguimica, enzimatica, inmunologica etc, Un aspecto interesante de
la hetercgenaidad tunmoral es la capacidad de una subpoblacion de
celulas tumorales de influir en otras subpoblaciones, tales
interacciones pucden mnmodular el crecimiento tumoral, las
propiedades inmunolégicas y metastasicas, sensibilidad a drogas y
la expresion de glicoproteinas de la superficie celular
(sutherland, 1988). El microambiente de las celulas tumorales es
importante en determinar sus propiedades fenotipicas, pequehas
diferencias en el microambiente pueden origirnar heterogeneidad
dentro de los tumores. Las variaciones en la inervacion tisular,
nutrientes, factores de crecimiento, hormonas, oxigeno, iones
inductores y otros posibles reguladores tumorales pueden
desestabilizar a las células tumorales y determinar su
suceptibilidad a cambios genéticos y epigénicos (Nicolson, 1987).

Los tumores con frecuencia son infiltrados por ¢élulas normales
del huésped, como linfocitos, granulocitos, y macrofagos afectando
su crecimiento y otras propiedades. Por ejemplo Yamashina y col
(1986} cncontraron que los macrofagos pueden liberar sustancias
mutagenicas come peroxidasas que inducen la formacion de variantes
droga-resistentes en un tumor. Es de considerar entonces que el
dilucidar las interaccliones celula-celula, en particular celula
tumoral-célula normal ayudara a desarrollar nuevas estrategias de
diagnostico o de terapia en relacien al cancer. Es importante
sefalar que no cxisten en la actualidad trabajos que reporten el
efecto que ticnen los factores de crecimiento de origen tumoral en
el sistema inmune, especitficamente en las celulas que lo componen,
Uno de los objetivos de este trabajo fue el de buscar el nposible
«fecle yue pudieran tener los tactores de crecimiento asociades al
desarrollo del melanoma M-3 de raton en los linfocitos T, por lo
que costa introduccidn se refiere a los avances en relacion a la
inmunidad tumoral y a los factores de crecimiento cuyo conocimiento
es primordial para el entenilimiento del microambiente en torno a un
tumor maligno y para los objetivos de eoste trabajo.



INHUNIDAD TUMORAL

Es dificil precisar 1la responsabilidad de los distintos
mecanismos innunolégices en el rachazo de tumores. La aparicion
alta de tumores on individuos inmunosuprimides y 1a pesibilidad de
realizar en  algunos medelos animales vacunas preventivazs
antitumorales o incluso de transferir  inmunidad  antitumoral
mediante celulas linfoides, sujieren en conjunto la existencia de
un contrel inmunologico del creciriento de determinados tunores.
A partir de ias ideas Jd¢ Burnet <o ha perfilado el concepto de
vigilancia inmunologica seqgun el cual el sistema iInmunologico
eliminaria continuamente las célulac malignas que puedan aparecer
en el organismo. Durante mucho tiempo se considero a las celulas T
preponderantes en el ejercicio de esta vigilancia, actualmente esto
se considera poce probable desde la demostracion que en ratones
desnudos (atimicos) no se desarrollan tumores espontdneos en una
frecuencia anormal.
En la actualidad se cree que las celulas NK {("natural Killer")
lleven a cabo esta vigilancia, la correlacion observada entre la
capacidad de rechazar los tumores y el nivel de células NK en
distintas cepas de ratones abhogaria en favor de nsta hipdtesis.
(0ldham, 1990},
Las ceélulas T citotdxicas pueden participar en el rechazo a
tumores inducidos por virus (Fuyama y col. 1986) y los antlcuerpos
podrian intervenir en la prevencion de 1la reaparicion de un
conjunto de células transformadas o de otras de iyual antigeneccidad
cuando las celulas T han sido eficaces, tambien podrian actuar via
células K. Hipoteticamente los tumores humanos clinicamente
detectables pueden cscapar del control  inmunologico por las
siguientes causas
1.- Ausencia de indlunugeacsided a1 tamer, el huesped es incapaz
de reconocer a lon determinantes antigeénicos del tumor, en
determinadus ¢asos 1a inmunngenicidad es demasiado baja como
para que se pueda montar una respucsta inmuneologica.

2.~ Modulacion antigenica, aqui el anticuerpo dirigido a los
determinantes propics del tumor induce una redistribucion de
los antigenes de membrana segun el procese de “capping.

3.~ Blogqueo de reacciones inmunologicas por anticuerpos
facilitadores o por células T supresoras

4.~ Respuesta tardta o insulicicnte dehido a la debit
inunogenicidad o gran tamano del tunor

.= Produccian por parte de los tuscres oo aedindores e inhiben
1a migracion e ios macrofayos al tumor,

ANTIGENOS UM

Se define clasic
provoca una rospaesta inmanitaria y reac
con  las  products (anticue: po celulas  sonsibilizadan)
genperados come gontccuensia de dicha respuesta (srmla, y 106}" Kabat,
1w76) . Las intigencs  son recopncidos  por su reaccion gon

wente a un antigeno cvono toda sustancia dque
oy de nede especificn
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anticuerpos o células especificamente sensibilizadas en una forma
medible, y pueden distinqguirse uno del otro por la elewvada
especificidad de esas reacciones. Se ha encontrado que  los
antigenos pueden ser protéinas, carbohidratos,lipides y dcides
nucleicos, asi como complejos de alqunos de estos (Nisonotf,1984).
De los cambios moleculares asociados con la transformacion
neoplasica, la expresion de los antigenos tumorales fué objeto de
especial interes hace algunos anos debido en gran parte a las
posibilidades diagnésticas y de inpunoterapia que su istencia
pudiera dar lugar. Estas entidades son {recuentementc i
como neoantigenos, ya que los determinantes son nuevos con res
al hueésped al tiempo que aparece la neoplasia.

Los antigenos tumorales originam reacciones inpmunoldgicas
humorales y celulares analogas a las descritas para el caso de los
de injerto, Meore senalo las siguientes definiciones (Castro,
1978) .:

TSA, antigenos tunor wespecificos, sdélo detectables en células
tumcrales que difieren cualitativamente de los expresados en
células normales

TSTA antigenos de transplante asociados a tumoer, son tumor
especificos capaces de desencadenar el rechazo de la célula que lo
posee

TATA antigenos de transplante asociados a tumor, capaces de inducir
resistencla al transplante tumoral en recipientes singenicos
TAA asociados a tumor, ya que en determinadas circunstancias pueden
encontrarse en tejidos normales por ejemplo la alfa-feto protéina
(aFP) y el antigeno carcinocembricnario (CEA) ambos se presentan en
ciertos estados del desarrollo embrionpario, ademis existen los
antigenos inducidos por oncornavirus detectables en cdélulas
normales antes de la transformacilon neoplasica (Castro, 1978).

Asi mismo existen los antigenos inducidos por oncornavirus y los
inducidos quimicamente. La caracteristica mas significativa de los
tumores inducidos quimicamente es su individualidad antigénica. El
estudio de los antigenos tumorales mediante la inmunizacion de
huéspedes extranos a partir del suero o de las ceélulas del huésped
natural permitis establecar una sequnda nlaqificacion en la que se
distinguen :

Antigenos individuyales que se encuentran en los tumores
experimentales inducidos quimicamente, éstos son inmundgenos
débiles y no se ha demostrado su existencia en el hombre.
Antigenos virales encontrados en tumores inducidos por virus
oncogénicos de ARN o ADN .

INMUNIDAD CELULAR.

e e qie 1 reespibesta innune  que
interviene en el rechazo de tumores so6lides on animales de
experimentacion, es la misma (ue causa rechazo del homoinjerto:la
hipersensibilidad rvotardada. No obstante como ya nae menciono la
citotoxicidad mediada por las calulas T oas an tonomseno importante
en el rochazo tumoral. Los tumores paecdon dar agar a diversas
reacciones de inmunidad celular, por ejemplo la btransformacion
blastica *in vitro™ en presencia e celalas tumorales, ishibicion



de la migracisn de los macrofagos por el antigeno tumoral y
reacciones de hipersensihilidad retardada cutanea.

Ademas sc dan reacclones de citotoxicidad inducidas por las
células Jiniaid frente a algunos tumores sin olvidar que existen
celulas no T capaces de destruir a los tejidos transformados, corne
las K gue pueden destruir al tejido recubjerto por 1gG y las HR y
macrofagos. lLa demostracion de gue la inmunidad tumoral puede ser
suprimida c¢on @l suero de ratohnes con tumor provee uno da los
primeros ejenplos e  inmunorregulacion por factores solubles,
varias explicacione icron al respecto, por ejempleo la
facilitacion dul cre N oral por anticucrpes que enmascaran
a los determinantes antigenic tumorales asi cemo la inhibicién
por antigenos tumorales solubles, complejos antigeno-anticuerpo ¥y
factores derivados de las celulas 'T. En 1977 Hepom y col.
introdujeron el concepto de factores especifices hbloqueantes, éstos
fueron definidos como factovres antigeno-especiticos presentes en el
suero de huéspedes con tumor, en extractos solubles de tumor o on
los sobrenadantes de celulas T derivadas del huésped con tumor, las
cuales suprimen el potencial citostatico de las células T inmunes,
los autores propusieron gue el antigeno actua como upa sedal
proxima para estimular a las ceélutas T que van en turno a (renar la
respuesta inmune. Durante los ultimes ochoe anws ha sido aparente
gue la supresion tumor-especifica por las ceélulas T y factores
derivados de las celulas 7 participan de manera importante en el
escape del tumor del control inmunologico {Sickler y col. 1991). Se
ha propuesto que deben existir diferentes tipos de células T
supresoras, una que es inductora que es la que esta cercana al
tumor y por tanteo capta 1la sehal especifica que dste pueda
transmitirle ésta pucde ser el antigeno o complejo
antigeno-anticuerpo. FEsta célula T supresora inductora tendra el
papel de reclutar otras células T supresoras aceptoras, para que
esta comunicacién exista deben estar presentes factores solubles,
a los gue han llamado factores supresores solubles de las células
T (TsF) que son antigeno ecspecificos y pueden llevar determinantes
codificados por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
Finalmente las células T supresoras efectoras son las que inhiben
la funcion de la cetula T ayudadora y wodlulas preT-asecinas
(killer) y otros tipos de celulas involucradas en la respuesta
inmune (lepom y col, 1983}. Tuuda y col., en 1987 investigaron la
influencia de la edad en el crecimiento tumoral, inyectando el
mismo nimero de células de melunoma a ratones de diferentes edades,
al crecimiento fue lento en los individuos viejos. Asi mismo
probaron la respuesta de los linfocitos T de cada edad siendo ésta
mayor en los individues jovenes. Ademds encontraron un crecimiento
lente en animales jovenes tLratados con  suero  antj-teta o
timectomizados y una transferencia de la velocidad Jde crucimiento
con ceélulas del bazo que disminuia en jovenes al ser recipientes de
calulas de bazo de ratones viejos. Se ha senalado gque cuando la
respuesta  inmune e ha determinado por la interaccion de los
antigenos tumorales con el sistema inmune, los tumores de poca
antigenicidad producides por un deébil estimulo oncogenico tienden
a ser dependientes de una vospussta inmune del huéoped inusual, que

5



le facilita el crecimiento, contrariamente los tumores altamente
antigénicos que son producidos con frecuencia por un fuerte
estimulo oncogenico pucden ser facilitados a medida que se reduce
la respuesta inmunce. (Prebhn & Drohn 1987). Estas observaciones han
generado  vario trabajos  cume Jde la  relacion  entre 1au
Inmunogenicidades de los tumores y los periodos latente Jde su
tnduccion en ¢l huosped, suceptibiiidad a la oncogonesis con dosis
variables de petilcolantrena (HCAY), el efecte de ta Yimectomia, el
cual produce hiperplasias antoinmine NiGiacoms y Horth en 1986
reportan la aparicion de celulas T supresoras de dos tipos, uno
durarte el desarrollo tesvraneo del tunmor el cual decae al cenre dia
del desarrollo, estas celulas e detinieron por su habilidad para
transferir pasivamente la supresion de la expresion de la DHT
{hipersenzibilidad retardada) dirigida a antigqenos tumaralas en
ratones inmunizados, =1 fepotipo de estas celulas fue Lyt-1-2+ y
fueron sensibles a bajas desin de ciclofosfamida. Ll otro tipo de
celulas T supresoras aparecieron despugs del noveno dia  de
crecimiento tumoral y se definicron por su habilidad para inhibir
la expresion de innunidad adoptiva en contra de organisnos con
tumor deficientes en celulas T, ecste tipo de celulas preusentaron
este fenotipo Lyt-1+2- L3IT4a+r y fuersn menos sensibles a la
ciclofosfamida. Los autores argumentaron con ecstos hallazgos que
pareceria probable que el segundo tipe de lintecitos fueran los
responsables del escape tumoral ya que este puede suprimir la
expresion de un poderoso wecanismo  de inmunidad antitumoral en
ratones recipientes y osn generarda progresivamente conforme el
huésped pierde la inmunidad convomitante. En contraste los otros
linfocites no suprimen la expresion de la inmunidad a un mismo
implante. Por otro lado se ha demostrado que los nodulns linfaticos
cercanes a un tumer de melanoma responden menos a mitogenos,
aloantigenos e interleuwcina-2 (Hoon y col. 1987h).,

TNMUNODEFICLENCIA Y CANCER:

La mayoria de los estudios en los cinceres comnnes revelan que la
inmunodeficiencia se origina secundariamente como consecuencia del
cancer y de las terapias a las que se ven sometides los pacientes
con tal padecimiente, ol cancer por si mismo o5 una enfernedad
inmunosupresiva. ta ineanodeficiencia asociada al cancer puede
estar influenciada wdemas por la edad, la conutitucion genética de
cada organismo, asi como factor ambientales tales como el estado
nutricional, estres o infeociong {0ldham, 1990). Ho abstante ostas
observaciones no son satistfactor renlpente po se ¢onoce aun el
mecanisme que origina 14 inmunooupresion en los individuos con
cancur, Schulot y ol (Gldham, 1990) proponen  gue esta
inmunosupres ion o4 ¢l rocultado de una serie de interacciones y gque
existen cincoe tactores principiates 3

1.- La properoeion y ol numers absolute de celulas efectaran
circulantss intratuvorales o on otres tejidos

a de las celulas eleutoras

ia dn las celulas T ayadadoras

2.~ L4 capaci-lad funeional
I.- La infiluensia in=unoce
¥ T supresaras
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4.- La influencia inmunorrequlatoria de factores locales y
sistémicos
5.- La influencia del tratamiento sistémico.

En la actualidad existen mas evidencias del papel de los
monocitos y macrofagos en la aparicien de la depresion innune gue
el que juegan les linfsooites T aunque ¢eo hyr encentrads gua la
relacion linfocito T-inductores/linfocitos T-
citotéxicos-supresares esta deprimida en individucs con cancer muy
avanzado. Pocos reportes hablan de la participacion supresora de
los linfocites en el cancer. Como Yya se renciono la respuesta
inmune celular  gue  se da oA tumores es5 gencidioente la
hipersensibilidad retardada (DHT), esto ha servido para realizar
estudios en pacientes encontrandose que a medida que el cancer
aumenta la prueba a DHT disminuye influyendo el tipo de tumor y los
elementos anmbientales (0ldham, 1990). En general noe se  ha
encontrado ceorrelacion entre 1la participacion de las celula
sistema inmune y la inmunopsupreosion ya que todos los halla
revelan que el papel de cada una de ellas depende de factores
multiples entre ellos los ya mencionados, el estado general del
enfermo, su costitusion genética, el tratamiento (radioterapia y
quimioterapia), alimentacion etc. Se menciona asimisme 1la
participacion de factores solubles, ya que algunes estudios con el
suero de individuos con cincer muestran su actividad deprimiendo la
respuesta de les linfocitos de individuos sanos a mitogenos y
antigenos entre estos factores podemas mencionar a la glicoproteina
acida alfa-l, las alfa-globulinas, la proteina reactiva € y los
complejos inmunes. Sin embargo no obstante estos avances, con las
pruebas que se realizan "in vitro" e "in vive" para probar la
inmunocompetencia ¢s impesible determinar la etiologia de la
inmunosupresion.




FACTORES DE CRECIMIENTG

Las ceélulas normales tienen dos modos alternativos de existencia,
un estado letargico y un estado proliferativo. El creciniento y la
division de esas células normales estan regulados por la acclien de
varies estimuladores ¢ inhibhiaores endogenos. En contraste la
mayoria de las ceolulas de tuente nespldisica son relativamente
insensibles al pregrama requlatoric y sen incapaces de cambiar al
estado de letargo. L caluloas malignas se caracterizan por su alta
actividad niteqena, crecimiconto desorganizado vy 1a capacidad
para invadir les tejidos normales que las rodean "“in viveY, La
invasion y la metastasis requicroen la liberacion de las celulas, la
degradacion de membranas basal la intrusion de celulas malignas
dentro del tejido conectivo sU expansion por medio de los
sistemas linfatico y circulatorio. Esos procescs son en su mayoria
mediados por enzimas proteecliticas producidos por estas cclulas asi
como por otro tipo de proteinas dentro de las cuales se oencuantran
varies factores de crecimiento (Micolson, 1982). La proliferacion
celular esta regulada por varios polipéptidos que funcionan como
requladores de crecimicente inhibidndolo o estimulandolo. El efecto
que ejercen eéstos esta mediade via receptores, sin embargo el
mecanismo molecular de su accion aun no esta bien estudiado, no
obstante se ha mencionade la  intervencion de mecanismos que
involucran al inositol trifosfato, al calcio, al sodio y al potasio
existiendo primero un seifalamiento postreceptor, gue alteras los
patrones de expresién genética, segundo cl complejo
ligando~-receptor se  internalizan y degradan lo que da una
modulacidn del receptor o una baja regulacién gue puede actuar en
forma de retroalimentacion negativa (Green,1989 y Lahio & Keski-Oja
1989) . Se sabe poco acerca de los componhcntes transmembrana, varios
receptores tienen dominios citoplasmatices con actividad cinasa que
fosforilizan moleculas on cus restduos tirosina. EXisSte adenas
otra categoria de recoptores los cuales interactuan con la qu
una de tales anzimas  implicadas  en la transduccion o«
fostoinositidasa € (P12} cuya actividad aenera dos o«
mensageros, uno (que robiliza a les iones calcio mientras (ue el
otro activa a la protein cinasa €, gque en turno fosforila a wvarias
otras proteinas, los eventos siguientes permanecen sin esclarecer.
Parece ser gue la proteina cinasa € es una  familia de al menos 7
isoenzimas que difieren en sus  actividades  biequimicas  y
distribucion en el tejido. A pesar del dogma central ae¢ 1la
transduccion Qv sanal de los ractores  reqguladores 4 nivel de
menmbrana, en que se inicia solamente por la intecaccidn e les
receptores ¥y el ligando en ta superficie celular, ashera se copcibe
que puedan existir sitias de onioen o nivel del miacioo. (Sroen,
1989}, Hay ewvidencia e que Tos efectos de un part 1lar factar
regulador son Jdependicentes de tos que 2jorcan otr FIA RETRIVE I 14
semejantes., Por ejemnls el TGF-beta estismula 1a proiyioo n de
los fibroblastos en presencia do FOGY pero ejerce un efoctio oruesto
vi el EGF enta presonte. Asi pues la oultitud de sefadoes o lasg
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cuales las celulas estan continuamente expuestas pucden ser vistas
como un lehguaje en 1 Jual, como todos los lenquajes el contenido
de algun mensaje individual depende de su coexistencia. Azl mismo
estos factores pueden influir en las caracteristicas de las células
afectande la estructura de la nurrl., extracclular pudiendo aumentar
o disminuir las interaccioncs de las celulas con &l sustrate de
crecimiento, recientes trabajos han reportado que pueden nodular la
expreston de enzimas probecliticas tan necesarias para ol process
invasivo como ya se mencicr A forma podomcs supener que ia
accion de estos facteres p 1dos por celu malignas esta
encaminada al exito de ostas au huesped, una forma de logrario
es modulando la proliferacion du tas células normales adyacentes de
cualguier tipo de tedida yoocluyanls poo supuesto o agueilas celulas
involucradas en la defensa del organismo. Green (1389) define a los
factores de crecimicento como peptidos de bajo peso molecular,
usualmente mnenores de 80 KD, con un rango de accion corto,
receptores de superficie de alta afinidad y con habilidad para
afectar la diferenciacion y le proliferacién celular. Dentro de
este grupo el Laéarmino clitecing (c monocina para lintocitos) es
usadeo para describir un jucge de peptidos con efectos regulatorios
y distinquirlos de los factores de crecimicnto que modulan la
proliferacion de <elulas 1o pertenceientes Al saistema inmune, La
distincion entre citocinas y factores crecimionto cada viz es
menor ya que los dos tipos de molérutas tienen muchas
muchas citocinas acluan sobre las <celulas que no pertenccen al
sistema inmune. La mayoria de estas noleéculas son glicosiladas lo
cual resulta en heterogoneidad en el peso melecular, aungue la
funcion de estas porciones es ain desconocida. Estos peptidos
regulatorios son denominados de acuardo a la funcion biologica que
dosonpehen, aungue aparentemente la mayoria «de ©llos son moleculas
multifuncicnales. Fl termino de factor de crecimioento se le ha dado
a un péptido que tenga la habilidad de aumentar el crecimiento
celular, muchos de estos =me han 1dentificado en sangre suero,
fluidos de teplidns v everactes coiylarcs (Toduiu s «u. iveuj.
Otras moléculas igportantes on la regulacion d\_l crecimiento son
los inhikidores de onte gue tanbien son polipoptidns. E1 trastorno
del cracimiente celular probabluemente resulta de 15 alteraciones
cuantitativas entre las senales estimulatorias y las inhibitorias,
Asi tante el aumento de las  senales stinulantes como  la
disninucién de las inhibitoriaes pueden contribuir al fenomeno
canceross., Los receptores pdra eses polipéptidos tuncicnan coemo
tirosiras cinasas, encontrandone similitud entre los factores de
crocimientn n gu roICpiores ',' Tao proteeinas producidas por
ancogoenes (Faski-0ja & Meses, 14873, Lo crecimiento
que parceen toner win papel dusporianto on tipus de capwer
Lson en fact dea coirient epidermal (Yor), leos factores d
cresin (1GFa) el tacter derivalo Je plaiueta
(PLGE} 7 tactor a4 da dpsulina. A oot inusclon se
datalliara cadda ractores de lon e e tiene mayor
alaadad,




FACPYOR DE CRECIMIENTO LFIDERMAL (Hal)

El EGF es un poalipesptide de aprowimadamente 6 Rd (Mr=6045) el
cual estimula ¢ inhibae la proliferacion de una amplia variedad de
celulas, aungue la naturalara exacta de su runcion todavia no cs
clara debido a su dificil extraccion aun de s glandulas salivales
del raton gue es el sitio de mayur sintesis dﬁ este peptide, el EGF
funciona de manera autocring y parvacrina (Okeefe v ool 19743 .

Este polipdptide yue medla su respussta por una glicoproteina de
membrana , que o©6  ou  receptor conpuesta de 1164 residuos
amincacidos que estan pregodides <n el lado aminag terminal psr un
peptido senal de 24 aminoacides hidrofébicos. La seral pasa despues
dentro de la membrana del ret:iculo epdaplasmive. B rocoptar saduio
ata compuesto de  tres olementos  estructurales: un  dJdorinio
extracelular conpuesto de 621 anipoacidos anclado a la merhrana
plasmatica por una region transmembrana de 23 amineicidos
hidrofobicos, eésta esty auida por una secuencia de residuos
aminoidcidos basteos, ¢aracteristica copun de muchas proteinags de
membrana. El dJdoninio del  aitoplasnmy esta compuesto  de 542
amincacidos, este contiene una region de 30 aminoacidos que es
homélogo al dominio catalitico de la proteina tirosina cindgsa
codificada por la familia de los oncogenes sra. la union del E al
receptor induce 1a activacion de la tirosina cinasa, la cual
fosforila varias proteinas celulares asi como al prepio receptunr.
Una caractcristica notable del dominio extracelular es su alta
proporeion de residuos de cisteina agrupados en dos regienes, cada
una de 16 aninoacidas de largo, los cuales tambien se encucntran en
el receptor de la dnsoling, Hooerosos o s que el
cecoptor para EGF pucde jigar un poapel inportante en la om.oqvnn_..x
a traves de un mecanisne autocrine (Yung y col. 1989 y Mugent y
col. 1989).

Se ha mostrado gue el gene para este receplor esta amplificado y
rearreglado an muchos tumores cerebrales de origen qnal
sobrexpresion pucde participar en el desarrolie » proges
So0s Lumures. (Yenh y col. 1581). Existen ademas dos o-‘..ldc-_. de
afinidad en ¢l receptor, los sitios de alta afinidad usgalmente
roprecsentan «Jdel 5 al 1 3 del total de la poblacisn del receptos,
dependicnds del tipn de celula ento nsta bien coorralacianario con
la ocupoacion sptima regquerida para iniciar la sintazis de ADR, so
ha sugerido cque lou sitios de alta afinidad participan en ol
sehalanlento de  la actividad ritogena. FE1 dominio de unidn
extracelular osta conectado a la region cinasa citoplasmica por una
sola redgion transmenbrana, en centraste con las otvas pretoiniz
tronsieabrana, gue estan tanbien inveolucradas en un senalamienta a
través de la menbrain? plasnatis y que usualmente atraviesan la
bicapa lipidica mas de uma ver, Comd muchas otras proteinias sericas
el ESF e anternalizado por gwing "|]=’!d\ por e el
EGF parece tacilitar in entrada sptor dontre de las
Vasc3ou . Por tedar tan  coaranteristica encontradas en el
recoptoy dice  gque o5 uhn preteipy apostericona
multifunasional ERR RN roeguiatorics, sque modulan varjas
de s funacion ola afinidad del ligands aqrupamiente del
receptur,  endovitos del reveptor,  endeogatesas, activadad de




proteina tirosina cinasa y el estado de fosforilacion del receptor
{Schelessinger, 1%88). Como ya se ha mencionade <] BEGF se ha
asociado con el proceso de la carcinogenésis ( Stoscheck & King dr.
1986, Twardzik y col. 198%, y Yung y col. 1989), la adicién de EGF
a celulas normales exhibe ciertas respuestas las cuales estan
asociadas con la transformacicn neoplasica, por ejemplo induce una
parcial pérdida, de la inhiblcién del crecimiento por contacto,
pérdida de la fibronectina, aumento en la secresioén de activador de
plasminogeno, incremento en el nivel de proivinas fosforilasas,

incremento en el metabol lumo celular incluyendo el transporte da
azucares y aminoacidos, cambjo de ATP y  actividad oernitin
descarboxilasa, asi mismo induce la expresion de ARNm de los
protooncogenes o-f{ay v a-mve., El EGF aumenta la transformacion
viral de las células pero no la pronueve ya que no estinula ol
crecimiento de las células nornales o transformadas por virus, y el
tiempo requerido para la transformacion no wsa acelera. La
transformacién de las células normales en contraste =2 clertas
lineas ya establecidas requiere la presencia de al menos dos
oncogenes complenentarios, asl el EGF puede sustitulr a un segundo
oncogene. Alternativarmente el EGF puede ser un applificados de la
funcion ras, aumenta la actividad de la union d2l nucleotido
quanina de las proteinas transformantes ras, asi como auwenta la
fosforilacién de al menos uno de ellos (Green, 1959},

FACTORES DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASICS (FGFs):

Existen el acide y el biasico, ambos muy relacionados entre si de
peso molecular de 16 KD, actuan como potentes mitogenos y factores
de diferenciacién para una amplia variecdad de celulas derivadas de
neurcectodermo y mesodermo, E1  FOF bdasico tiene un  punto
isoeléctrico de 9.6 y fué primeramente identificado por su
hakilidad para causar la proliferacion y diferenciacien fenotipica
de los fibroblastos 3T3. E1 FGF acido con punto isocléctrico de
5.6 fue identificado por su habilidad para causar la preliferacidn
y la difcrconciacisan rotrrasada de mioblastos por Goqpodarow:c7 en
1975 y estimula la proliferacion en celulas epltefiaies pui L bt
y <ol. en 1978, Actualmente ambos factores se han purificado y
secuenciado, asi come el ADHc se ha clonage {SospodaruvwWicz, 19293).
tos dos FGF scon multifuncionales, ya que ellos pueden estimular la
proliferacién y la diterenciacion, sin embargo ¢l mecanismo de su
accisépn como en todos los factores de crecimiento  esta  por
determinarse., E1l factor de crecimiento de fibroblastos basico es al
que mas propiedades ac le ha encentrado, se ha purificado de
tejidos derivadcec 40! meuraectadermo o del mosoderme o células que
tienen un un potencial angicegenico conun., Efte factor donsita Jdoe una

sola cadena compuesta de 146 recidace aninoacidos, cxistiendo una
forma alternativa que careccs de 1b amninoacides del lado amino
terminal la cual tanblen es activa, to indy quc esta region no
esta involucrada en la funcion ni en 1a union con el
receptor. Kl PGE acudo tanbicn e on upa forma alternativa
truncada en la reqion amin? terpinal perc selo de © aminoacidos,
asi pues se Ve que tambien agui existe homnologia entre los dos
factores, gue se proponcns derivan de un gon ancestral comun, siendo
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el hasico cl mas conservado durante la evolucicn pues el bovino y
el humano preschtan una homologia del 98.7% ¥y una homoloegia de casi
el 99% del bovino con ¢l de las aves. Los genes de armhos factores
se han clonado, describiendose ademas su orgnizacion genomica; el
basico tiene dos exones ampliamente sceparados por dos intrones, el
primero de los cuales separa a los exones 6 y 61 y cl scgundo
separa a los exones 94 Yy 95. El acido tienen una organizacion
similar. El mapeo con enzimas de restriccion indica gue su tamafno
5 mayor de 38 parcs de hilgbhases, los andlizic de "Sauthorn blox®
indican que existe un solo gene para cada factor. El gene para el
FGF basico esta localizado en el cromosoma numerc 4¢ del hombre,
mientras que el acido esta en el cromosoma S. Esto sugiere que a
traves de un procesc de duplicacion genética y divergencia
evoiutiva ambos genes se separaron. En cultivo se ha observedo gue
el FGF basico da lugar a dos ARNm uno de 3.7 Kb y otro de 7 Kb, en
tanto que para el acido solo se ha encontrado uno de 4.8 Kb. El
producto de translacion de ambos FGF esta compuesto de 155
aminoacidos, para la maduarcién del basico se cortan 9 residuos y
para el éacido 15. Todos los tejidos que contienen FGF basico son
muy vascularizados, esto sugirié que tal vez las ceélulas
endoteliales podrian sintetizarlo, el gen se ha encontrado en estas
células, asi pudiera pensarse que este factor actue en forma
autocrina para células dol endotelio vascular, se ha sugerido que
en especial este factor bisico pueda participar en los fenomenos de
carcinogenésis, En cuanto a las funciones encontradas en estos
factores de crecimiento, la mayoria como ya se menciono han side
halladas en el FGF basico y podemos mencionar las siguientes:
incrementa la fluides de la membrana y la actividad en "ruffling,®
eventos coorrelacionados con cambios en la dindmica y estructura
del citoesqueleto, estimula la sintesis de proteinas especificas,
la mayorid de éstas son secretadas, como por ejemplo la MEP que es
una catepsina tiol dependiente. Otra glicoproteina secretada es la
MRP que es miembro de las hormonas de crecimiento y es identica a
la proliferina, ambas se ha propuesto actuan como mensajeros
intracelulares vuno teguladotes paracrines. Asi aiswo ¢l FOT regula
la expresion de oncogenens celulares en particular de los c-fos y
c~myc, el primero invulacrado eon la diferenciacién  celular y o}
sugundo en la preoliferacién, la activacién de c-fos es directa a
diferencia de la del c-myc. Estudios "in vitre" también se han
realizado en su mayoria también con la forma basica, aungue las
funciones de ambos, el acido y el basico son semecjantes como
estabilizar la expresicon fenotipica de los cultives. El1 FGF basico
induce a las c¢e¢lulas endoteliales a invadir una matriz coldagena
tridimensional y organizarse para formar tubos gue senegeh vasss
capilares, asimismo este factor estimula procesos cavacteristicos
de la angiecgeénesis "in vive® como la migracion de las celulas
endoteliales y la produccion de activador de plasminogene. El FGF
basico también actua como factor de diferenciacién de varias
celulas cono condrocitos, astrocitos y oligodendrociteos induciendo
actividad ornitin descarboxilasa, no todos los efectos de este
factor son aostimulantes y como ejemplo esta que puede retrasar la
diferenciacion y la fusidén de mioblastos diploides, en algunas
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lineas de mioblastos puede decrementar la actividad de la expresion
de la creatina fosfocinasa, ademas retrasa @] epvejecimiento de
celulas cultivadas como las granulosas, de la corteza adrenal, y
epiteliales, ya que =i se limita este factor estas celulas
disminuyen su vida media, mientras nue en su presencia pueden
proliferar mas de 20 generaciones. La heparina puede modificar la
accion de estos factores, en cultive de celulas endoteliales
umpilicales humanas y Celulas TCIC potencia 1z actividad mitegena
de estes factores, El sulfate de protamina puede tambien modificar
la respuesta biologica a los FGF, pues sc ha encomtrado gue inhibe
la respuesta angiogenica de celulas endoteliales vasculares, este
efecto ec reversible, aderas ihnibe 13 unicon de ambos {actores con
sus receptores de membrana lo cual disminuye la actividad mitdtica
en éstos. En contraste sucede con el EGF el cual se ve potenciado
en su actividad mitogénica con esta sustancia. Otre factor, el TGF
beta puede modular la accion de los FGF dependiendo de la celula
blancae de la que se trate por ejemplo potencia la actividad
mitogena del FGF basico en osteoblastos y la inhibe en células
epiteliales. Debido a que el TGF beta y los FGF pueden interactuar
a nivel celular para modular el crecimiento, se sugiere que nuchas
de sus actividades bioisgicas de los TGF observadas "in vitro" e
"in vive" pueden estar moduladas por la presencia de TGF-beta u
otras moléculas relacionadas (011i y col. 1987). Es posible que los
FGF esten involucrados en los procescs de diferenciacidn vy
proliferacion durante el desarrello embrionario (Olwin & Hauschka,
1990), en la interaccion de las ceélulas con la matriz extracelular
recien formada para adquirir un nuevo fenetipo, existe por lo tanto
la poribilidad de gque los FGF sean secretados por las celulas en
asociaclidén con los componentes de la matriz extracelular y sean una
parte integral o un produacto de la hidrelisis de esta. Entre las
funciones requlaterias de astas moléculas podemos menciondr las
siquienptes: el FGF basico puede incrementay la liberacién de
prolactina y decrementar el nivel basal de la hormona de

rey

crecimientoe en celulas de pituitaria anterio: Jdoe caba, o2
basico inhibe la induccion mediada por ¥sH del receptor L. ©n los
estados embrionarios tempranus se ha encontrade que el FGF basine
actua como un factor primordial de diferenciacion, induciemdo al
ectodermo a convertirse on nesodermo, en anfibios puede promover la
regeneracion de mienbros, este apoya el hecho de que écste factor
pueda estar involucrade en el control nourotropico de este proceso,
asi como a estar involucrado en el desarrollo del sistema nerviose
en el estado embrionario, lo cual se ve apoyada por el hecho de gque
se ha encontrado en células nerviosas. As) mismo el FGF Lasico 32
ha encontrado en manrofaqgos y en otras celulas involucradas en la
restauracion y limpieza de les tejidos, de la micma forma se ha
encontrado interviene en la formacion de tejido granuloso "in vivo!
Y en la funcion sintetica do tibroblastos y micblastos, y posr que
promueve la condroosifizacion s pionsa tamhicn pueda intervenir en
el desarreollo del sictema Gseo. Adepas actua comoe un potante factor

angiogenico "in vive Se ha demsstradeo que este factor basizo es
serejante al factor apjisgenico turoral
(Folkran y col. 120561, por Lo tznteo tambien participar en Ja
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progresion tunoral puas tambien es un potente mitégeno para células
tumorales (Gospodarowicz,1988).

FACTOR DE CKECIMTENTO KERVIOSO {NGF):

Este factor fue descubivrto a finales de los ahos cuarenta. Se ha
identificado en una amplia variedad de tejidos de vertebrados en su
mayoria en muy bajas concentraciones, sin embargo existen dos
fuentes prinuipalos de es como son la glandula submax xldr dLl
ratdn y de la glandula i de sorptentes de las
Crotliidae, vVviperidae vy Flapman (Bradshaw, 1978, Schwarts
Costa, 1978). Ademas el gene para el precursor del monomero beta
del NGF murino ha sido clenado, lo gue en tiempos futures no muy
lejanos, permitira la sintosis de este en altas concentraciones.
{Petrides & Shooter, 1986). El NGF que mas se ha caracterizado esg
el extraideo de la glandula submaxilar del raton, Este esta formado
por tres cadenas, la estoguicmetria es de dos alfa, una beta y dos
gama, la gsubunidad beta ¢35 un dinmero de cadenas identicas que
mantiene un eje de simetria. El peose molecular de la altfa y la gama
o5 de aproximadamente 26 Kd, el peso molecular combinado es de
2618. [Las tres cadenas difieren en sug puntos iscelectricos lo que
permite su completa separacién por cromatografia de intercambio
isnico, de las tres subunidades solo la beta posee caracteristicas
de promover el crecimiento nervieso y mantener las neuronas
adrenérgicas "in vitro", por lo tanto no es claro el porque existe
asociada a las otras subunidades (Kromer, 1986). En la subunidad
alfa se ha der ,traJo dque no existe actividad biolegica aungue es
una proteina - y tiene partes homologa con la tripsina
bovina, ademas en ailar a la vroteina de union encontrada en el
EGF.

Zc ha ) NEF aumenta el creciaiento de ganglios
simpiaticos 5 o "in vive" y exhibe un sobrecrecimiento de
ganglios simpaticos y sensoriales embrionaries "in vitroe". E1
significado biologico de esta proteina se ha demostrado por la
rapida generacion del sistema norvioso simpitico de animales
inyectados con anticuerpo a NGF, por los marCndos etfectos del MNGF
durante el metalbolisas del sistema nerviose "in vitro" y per su
amplia distribucion en tejidos y fluidos del cuerpo de todos los
mamiferos que han sido examinados. Sus efectos metabdlicos en el
ima norviar han gide hisn documentados (Petrides & Shooter,
1986). Angletti y Levi-Montalcini y Partlow mostraron gue el NGF
eztimula muchos de los procesas anabolicos de neuronas sensoriales
y simpatican embrionarias., En particular se han hecheo estudios
sobre la toma de 1a uridina y la sintesis dJde ARN, proteinasas y
lipides asi cono 1a tomae ¥y aetabolismo de 13 glucosa (Frazeler y
cal. 1977). Por otre lade ae ha depostrads gue la  inyeccidn
intravascular por periodos prolongados de tieapos do este tactor en
rocdot¢ neonatale cleva la biosintesis de la enzima para la
acetileelina; la acetiloelintranst 1oen el septum ¥ oon el
A menos guo una lesion parcial de los
rfpto ¢ dsl hipocampo (Kromer, 19846).

Jo crecinients en el caso del WOV se

n
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conoce mucho acerca de sus funciones pere ho de su mecanismo de
accién. En general se sugiere una interaccion del raoceptor de la
membrana plasmatica con el NGF, una internalizacion e union con el
segundo receptor el cual esta localizado en el nucleo (Bradshaw,
1978). La comparacion de los efectos fisiovlogicos del NGF con los
otros factores troficos sugiric que muchas de las propiedades
fueron semejantes a las de la insulina, por elemplc la insulina en
altas concentraciones puede estinular la toma de la uridina. la
sintesis de macromcleculas y la energia del etabolismo aa lag
neuronas sensibles al HGF (Fraziev, 1977 y Muller, "

continuacion.

FACTORES DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA (IGFs)

Existen dos polipéptidos estructuralmente relacionades o1 IGF-I
Y e IGF-11 que modulan el crecimiento y la proliteracidon y que
pueden sustituir a la insulina en este papel el requerimiento que
tienen casi todas las células para estos factores sugiere qgue sus
funciones biolegicas satisfacen nacesidades especificas que no son
cubiertas por otras hormonas o factores de crecimicento, sin embarge
existen paradejas en cuanto a gu irpartancia, por ejemplo en el
hombre la concentracion de TGF circulante es 1000 veces mas alta
que la de la imsulina, peroc a diferepcia de lo gne sucede cn la
insulina 1la actividad biologica del 1IGF en ¢l suero esta
restringida por protelnas que se us a4 ella. La hipoglicemia
mediada por la insulina en ratas es minetizada mas potentemente por
el IGF-1 que por el IGF-11. El IGF-I tambirn difiere en que su
sintesis depende de la hormona de crecimiento y parece ser mas
efectiva en promover el crecimiento animal (Crech, 1989).

FACTORES DE CRECIMILNTC TRANSFORMANTLG (TGFs3) @

Los TGF3 correspepder uana familiz de polipeptrides de peso
molecular bajo {de 5000 a 25000), gue ticnen Jos caracteristicas,
la primera es su habilidad para transformar reversiblenente oclulas
normales asumiendo una apariencia similar a la de las celulas
neoplasicas y la scgunda es gue estimulan reversiblemente el
crecimiento de las células en forma independiente del anclaje en
medio semisdlido, estas propiedades causaron considerable
en esos factures  (Tucher ¢ <ol 1303, Las TGUe  has
operacionalmente definidos como peptaidos cue reversiblemente
inducen a celulas no neoplasicas a  expresar el tenotipo
transformado, medido por ta pérdidade 1a in icicn de ¢y miento
por contacto y la adguisicion de crecirie independiente del
anclaje (Roberts, 1 HN

Segun Sporn y Todare (1980} un polipesida de eute tipo debe
reunir al mechos las siauientes propindades:
1.~ ser un potente mitogeno y Ceusar el
células en uni morncaps de cultive
2.~ causar la tranaformacion morfalegica de velulas normales

imiento do Jas

resrec
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3.~ promover el crecimiento independicnte del anclaje
4.=- ser producido por la ceélula transformada gque lo utiliza, en
cuyo caso se haplaria de una secresion autoécrina,

Dos tipos de TGFs, el alfa y el beta pueden ser distinguidos
guimica y biolegicamente. Cuandeo varias ceiulas tumorales humanas
fueron examinadas para buscar receptores para el EGF, se cencontro
que ciertas lineas celularus, cume la linea @e  carcipoma
epidormoide h43) ticne altes nmiveles de ostos, mientras gue otros
carcinomas, algunos sarcomas y casi todos loo meianomas huminoes
tienen un fenotipo come of de las ceélulas murinas transformados
Tor retrevirus, perc no s celulas transformadas par abi virus,
estuvieran produciendo un factor del tipo del LGD wdpad Jo aotuar
con el receptsr, haclendeo por lo tanto impesible la upién de un
ligando afnadido externamente, fue asi como se encontro al TGF-alfa.
Un factor estimulante del crecimiento gue pudiera competir con el
EGF por la unidn al raceptor y pudiera estimular a células normales
a crecer en menocapa Yy en madio semisolido fue detectado vy
purificado basandosec ¢n ensayos de radioreceptor y ensayos de
estimelacion de creciniento, este factor fue eriginalmente llamado
factor de crecimiente del sarcoma (SGF} por Todaro y De Larco en
1978 (Fanger y col. 1986). Este pudo estimular la division celular
e inducir a celulas de rinon d2 rata a crecer en nedio senmisolido.
Ademas se encontro a uviro f[actour de crecimiento en el medio sin
sucro del sarcoma, el cual incrementaba el tamaio de las celonias
celulares pero no tenia actividad estimulante del crecimiento a
menos que se anadiera el EGF, a este factor se le llamo TGF-beta.
Por otro lado Hclley en 1983 habia encontrado un facter al que
llamo GI en la linea BSC-1 del mone verde africanc con efectos
antagonicos parecidos 3 los que presenta el TGF~bzta,
posteriorrente fue conprobada su identidad por Moses en 1984. Asi
mismo Iwata y col. en 198% reportan inhibidores de crecimiento en
un rabdoriosarcoema humano, que compiten con los receptores del EGF
Y Jue tambilien reversipDienonte cundivien Wi [SRITInT transformadn a
células normales, estos tactores inbiben ! crecimionto de varios
tumores humanogs, pero ho Jde fibroblastes  humanns o celulas
epiteliales.

L3 TGF-alfa con un peso de 6000 es acido v termoestable, produce
profundos cambios morfalogicos on fibroblastos de rata y humanos,
y promueve gue ciélulas normales crezcan independientemente del
anclaje y en medio semisélide emta propiedad ¢s reversible ya que
#i s¢ colocan ceolenias de  tibrohlastos oreciende en medio
senisdlids en cultive de ronocapa Y €N dusehcaa 40 1ol -alta, Trecen
como ¢élulas normales con inhibicion del crecimiente por contacto
(Assoian, 19393, ET TGF-:ifa ha sido clonade y secuenciade o partir
Tulas de rata translorevadas por el virus del sarcoma Jdo Gnyder
Theilen. Tiene S0 aminodcides con puentes disulfuro, a diferencin
del EGF este no tiene triptofanc o metionina. las sccuentias  del
TGF-alfa de la rata y el EGF del raton y humano puecden alincarse de
tal manera que los residuos cisteina exhiban posicienas homelogas
insertando wolc una delecion entre los residucs 20 y 21 del TGF-
aifa de la rata, la carencia de grupos sulfihidrilo libres y la
pre *ia de sei1s residuss de cisteina sudier Tres  puentes
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disulfuro en cste polipeptido supuestamente colocado en la misma
posicién gue on el EGF. El TGF-alfa de la rata contiene los
residuos necesarios para mantener una conformacién que es esencial
pPara el reconocimientu dol receptor del EGF las diferencias mas
sobresalientes entre el EGF y el TGF-alra las podemos resumir en el
siguiente cuadro:

TGF
Aminoacidos 5
Punto isceléctrico L
producidoe por celulas
tumorales no i
conservacion de
secuencia 70% 90%

Casi todos los hallazgos del TGPF-alfa se han hecho cun el
sintético, a partir de la cuencia de aminoacidos, estos
hallazgos poscen propiadades quinicas y Rielogicas imdistinguibles
da las del TGF-alta natural, lo gue da una idea wonvincente de gue
la estructura quimica ¢s la corractu en base a 1a secuenciacion que
propuso Maguard 1934. aAdemds deblido a que el TGF sintetico carcce
de contairinantes, sus prepiedades biologicas deben ser enteramente
debidas a la estructura propia det T El hecho de quo las celulas
transformadas proeduscan no solo el TGF de 5 aminoacidos, sinc
también  formas de alto pese molecular, hire que se hiclera un
anidlisis de ADNe., Se aisldé un ADNe & partir de una biblicteer hecha
de ceélulas de vata transforsadas. D1 TGF-alfa eun anicialmente
sintetizado como una proteinag larga, probablenente la translacion
enpieza con la metioinina en pasician <38, el que esta proteina
corresponda al iniciador es sugerido por ol her;ho de que este codon
esta procedido por una adenina,tres reiduos "upstrean”  y ooes
inmediatamente seguide por uha aguanina, estas son caracteristicas
comunes de les cedones de inicie on muchos ARNm de suvaariontes
supariores., En adicicn la g shina en la pusicion =38 rs geguida
FOr una rr~giun de dpxovmmlan'o 2 a 2% aminoacidos hidrofovoes y

I Chua Cibhaeu S dun o @OpLidoa de wueflal,

meticnina 1o odoion anelods so ha sageride es o ol
precurseer el =3t hmmana, Tunparands oo clonas del
TGF-a humanc y de rata se u,uqmre qua  las secusncias divergen
considerablemsnte sclo "upstrear de la netionina. La secuencia de
nuclnnt:un del ADHC de la rata predice que ol TGF-alta de 5
| ptilan Loy unag poreion hidretfobica de

roacid stendiendose entre las posiclone
o hidrotobica cw redida por roesidusgs
i FoBEs Tyier oy ‘sn.xl».,u;‘u g regiones

intugyaies, : fobica

inty ‘rrr-mmt ana de provteins

I o Lesr une innd arr que es
particularmente rica ©n Je cisteinn., La for My W grande
del TCr-alla pradicha por uentia de nucleastidos Jdel YPGEOT

sugiere un papol inesporade basta ahora pava el TGF-alla, = una
proteina Iateqral de "n'ml)ldnd . Y racion de un {ictar de
crecimiento de % aninaacidas puode a zinn w4 una

de 11 a




proteasa nueva que puuh romper un puente alanina-valina en ambos
lados dei carboxiterminal, este tipo de rompimiente es distinto del
proceso que se lleva a cab:\ en 1a mayoria de las hormonan, el cual
o2yre onoun 80la o residuos pareados. Una comparacion de las
wecuancias de amineavidos de Jos precursores predichss para las
clonas ADHC d¢ rata y humano revela que aungue €l precurso: entero

ecta pod consetvade el polipeptido carboxiterminal rico en
isteina h parte altamente conservaida de la malécula, aste

gltinms p. 3 ipdeptlida tiene un soleo canble Songservativa en a3 praicion
“8  de soleucina a valina, por ¢ tanto esta nas altamente
r_onz;orvndn que el TGP-a Jde 50 anincacidos el cual tiene cuatro
difcrencias. Ln posicion de polipeptido relative al corazén
transmenbrana sugjere que este se exticnde en el citoplasma. esta
tuerte conservacion de secuvencias implica que tienen una funcion
importante. Lo presencia de residuos basicos pareados en cada final
del corarzon hidrofoboe sugiere la posibilidad de gue una seqgunda
proteasa, a sorina, pueda liberar no sulo el TGF- fuera de 1la
membran: sinae tarbiden nn polipent ido rice on aortra del

Lowsrrrnodel
citoplavia, ¢! cual puede funcionar comd unAa senal para eventues gue
ccurran en la membrana.

Existe ad un npolipeptido relacionado con el FGF vy el
TGF-alfa, co cada por upn poxvires vaccina virus {(VV3, a czte
se¢ le ha cncontrads alguna funcion, pero su howmclogia con el EGF
sugiere que  s¢ pueda unir  al receptor do  éste,
secuenciacion sugiere qgue pueda ser una proteina
mombrana, 1oannciada a neshrana punde ser ol precurser Jde oun
factor e polipeptide e imilar en sccucr
patron de tribucion e los puentos disulfure y la estructura
tridimensional.

Aungue ol ESPY ol 1GF-alfa han nostrado ser estimuladores
activos del crecicionto colular en una gran variedad de sistemas de
cultivo celular y  se halla pestelado gque el VYV tenga  un
funcionamni Shiar, aota familia de peptidog pusie tanor otras
funconoes w3lcan voguiza accinnes patologicas. Por ejerplo se
ha propuecsto que Alfa pucdy tener un papel en Ia destruccion
patologica dol huwun observada Oh nuchos pacientes con canser ya
qan libhera Pesdel hneso tAsaoian v coll 164¢

Bl TGE- Sioun polipoept tdo ho“ cnalnente ac l1"u honodina
25 KDa y cota voampuasto de dos subunidades ddonricas do 172
unidas por puentses disultfars presente en tas plaguetas de 13 sangre
¥ on otras cojulas normales v transformadas (Fernandez, 1986} .
Todorn los tejidos no neoplasic taminados contlienen TGFP-bhoela en
bajas cantidades (:-20 ug/Rg teil ademas Jas plaiguetas humanas
]D contienen on  altan concentraciones  (3-6 ng/Kg  plazactac)
i ol POR30 . 1ar oant TOF=-bots oy
: ctas (PGP en las plaguetaes humanas o
o s dtilaren del T insluyen laoind
ou(c"l\ jon independiente del an G en cetula Siceend
2 inhibkicyon del fonotaipo tra ks i eon celulan o oar
(Roberts. 1o=5., + 1o intibicien dae In preliferacicn de tulas
epiteliales bl JGE~beta también estimula la reparacion do heridas
on animales, oc*o e ha melide por el ijncrementce de depasite de

'

innma
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colagena y la divisisn celular en los sitios de dans (Assolan Y
col. 1985). La naturaleza de suz accinne tambien depende de ios
factores mitogenos presentes on el medio, sudirviends que el
TGF-bata dicta la {orma en la cual las células responden a otros
factores de crecimiento. Las acciones celulares de este factor
probablewente resultan de la interaccion ¢on los ptures de 1a
superficie celular distintos de los receptores de otras fectores de
Crocimiento  (Massagud, 158743 . Lructiura ¥y rropicdades del
receptor para ol Frbeta ya 2 lu_\n dado (Tucker y col. 1984,
Frolik vy c¢ol.1u84 y NMassague, 15%BSa). Ffanger y col. an 1956
demuestran que ¢l recepter esta localizadn en la merbrana ¥ pucde
ser solubilicade sin destruir sus propiedades de union al l(.l ~beta,
éqt_e tienae un peho de 36 000 ¥y consimte en dus sebantidaion nlf‘w
por puentes disulfuro,’a di roruncm de los receptores para EGF que
S0 aqgregan y tforman complejos a temperaturas mayorss de 3°C, el
complejo del receptor para TGF-beta o incrementa SU tamapn coh la
temperatura, ademas no detectaron fosforilacion en condiciones
similares on las gue para BEGE detectaren actividad sinasia, esto
indica que los receptores para | beta difieren de 106 do otros
factores de crecimiento, comn ¢] RGF. El TGF-beta pucde funcianar
comn  un  estipulador de 1a proliferacion sole para ceélulas
fibroblasticas, la estinulacion pare ser indirecta y medioada via
la induccisn del protooncogen c-sis, el cual codifica para la
cadena beta del OGH (iactor de crecimiente Aerivado de nlaquetas).
Un c¢fecto mas prominente dei ToP-heta es  la inhibicion de
creciniento en célulan epitelialen y varios tipos de celul
malignas asi . la inhibicion del crecisento 1ndepandicnte
anciaje de varias lineas celulares de Sarcinamz huganos. Aoemas
un potente inhibidor de Ia estimulacién inducida por el EGKF de
sintesis de ADN en hepatocitus de rata cultivados, @ inhiba tarbien
el crecimicnto Jde meqgacariocitos humanos cultivados, precursores
eritroides y de celul L’r”iDL!"LJhk,. 1 c¢ifoctos tnhititorios de
ante {Actor parecen participar en la diferenciacion
beta estinuta 1. diferenciacron ST

Elrkas Joeo e S8
bronquiales, por utro Jadoe inhibe la difvisnciacion

372 en adipocitos (Mansagus S 8§
inhiie la proiif-. Tl @l i ot
inhibidaor de ¢ todos i Tt (o‘ulare L eativuiacion de Jos

Fiwroeblastos o arreaeto 4 probablemente un ovento fortueito gque
acurre a traves de  la lnducoicn  del  protoonc Lis. La
activided autacrina es afectada por la prateina sis del FDGF, el
il oan ol mitogene diverto. Las colulas LI'!")")OH1T A raton
transfoermadas auimicanentc i [mn dizhi (.l Late
Tactor tarbien ymede form
molertiar cayer, 1o v(un
unidn., Obtra carast n-'\
para Te. 1‘3“.\1
inducir produzeian de
en cdluy 5 vivialmat
participa en soagtivacian I vab-beta, enton:
pueden {uncionat an un secanisos inhiliitorio
El papel el Tor-beta en la fransisomacion

wenow
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epitelinlas v otroz tipes de <elulas ne "l"“hw-"\»'“"
diferir signiticativinente de Ioas células fibrobiax
que muchas celulas producen TSF-beta en forrmy (nact.va ¢ 1
receptores !ﬁx)!'d TGE-hata y son capaces de Bodnte, un pas
reguiatoric en la accion de este polipeé satlerinte
nivel e 1a au ivacion de sus precursores
de 1a céiula para avtivar TGP latente pu(‘ir’ n
crecimiento. hx:sven aduoas moléculan relacl
gstas  tanbidn tiennh etectos inhibitorios
algunes inhiben la secresion 4o FSH i
cstlarecido bl(‘l- su funcion. Se cree son codificade :
hemalage al del TOF-bkata, eantas moldéoul forman nn ‘},u,)C) de
reguladores de crecimiento que tienen Lunclunes dunioowegloas
variables. (Keskhi-0ja & Moses, 1987).

PEPTIDOS RELACIORADDGS OON EL TOr-bL
Existen tres foriaas del TGF-beta,
ToF-heta 1.2, loz cuales resultan de
heterodinerica de las subnnidades beta-1
orlqinsllmo_ntr dlescrito vomo TGF-beta o n@lb»tf‘ de dos :;u);n\m'
beta~1. Las subunidades bota-1 y boeta~-2 estan mas relacionadds
con otros mniesbros de 1o fwmilia 'I", hibilends un 79% de
secucncia identica en sus lado mnxvxo t xmmn. Un alto grado de
sonservacion entre jas secuenclas del ToP-beta-! hurmans y det vaten
apoyan que Teé Juegue  un papel dlmpertante a trave cds: las
especies. El rapgo de tipos celulares que rospenden a los TGIH-hata
y la variedad e respuestas cejulares e :l"‘.ll“l.”"l viteot el
ToE-beta-1 o ioITGE-beta=2 inhiben o proliferacie s
normal« % tog tumores derivadors xolml woepite
propuesto que lous J13F-botas sean oncogenioe por dofecto,
decrenents on su expresion o actividad libe las celulas e las
limitacione:s proliferativas gque normaimente estos facteres imponen.
En contraste  algunas celulas moSenguinmneto a proli
respuenta a4 LoS Feh-bela algue wnisag Jespatisia o Lol
elavada  expruSisn  de  BiYogens.
administracion Sibarea del TSl
A colinena, ! .
importante de ja accion fid
difeprenciiac v 1a moertoge
de las celulas con la
afecstar eseos processs controlando 1z
de la matric extracelular ast conn 13 habilid,
interactuar con ella. OQUras mieopros Qe kg Lamaiae T3
funcione: ializadas, el MIS por eyenp
mayoria

",“f—~.m
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como la liberacion de la hormona estimulante del foliculo {(FSH) y
la acumulacion del estrugeno en las celula granulosas del ovario,
Las inhibinas se encuentran en el ovario y tejides testicular, y
estan caracterizadas por su habilidad para suprimir la produccidn
de FSH, soh hetercdimaros de dos cadenas de polipéptidos la alfa y
la beta poco relacicnadas, Existen dos formas de la cadena bnta,

beta-A y beta-n que resentan un 70% de homologia, lac dow formas de
inhibina resultan de la combinacion deo 5 doe sununidades gue
tienen similares actividades biologicas. Las activinas scn dimerus
compuestos de cadenas beta-A y beta-B, gue se han encontrado de las
mismas fuentes qgue producen las lnhibinas, y come su nombre indica
su funciodnes diferente de estas, activan Jla praduccien Jdel FsyM,
pero no como activadores inmediatos, sostienen la produccion de
esta gonadotropina por periodos largos. Es posible que gque los
dimeros alfa-beta y los Lbeta-beta exhikan un receptor en la
superficie celular que reconozca las subunidades beta, pero? solo
los dimeros beta-beta son capaces de activar eventos postunion, tal
vez por la interaccidn con dos moléculas sinultaneamente.Asi el
afecto inhibitorio resulta de la ocupacion de u receptor con un
ligando incapacitado para actuar con dos ligandos. Por otro lado se
puede pensar en que existan receptore separades gue actuen
antagonicamente sobre 1os mismos blancos intracelulares., Las
duplicaciones de las subunidades del TGF-beta pueden dar una
ventaja regulatoria si la expresion de cada cadena beta asta bajo
el control de distintos estimuladores, o si cada cadena beta tiene
diferentes propiedades de reconncimiento del receptor, esto ultimo
parece ser el casc eon el sistema del TGF-beata. Dos de los tres
receptores para TGF-beta, la glicoproteina de 65kD y la de 85 kD
tienen afinidad para el TGF-beta=1, que es dirz veces rmayor que
opara el TGF-beta-2, sin embargo las funciones de esos dos
receptores parece descenocida, &l tercer receptor es  otra
glicoprotelna de 28 kD que existe comd parte de un complejo de
receptores, este receptor no parece discriminar entre TGF-beta-1 v
TGF~-beta-2, y esta impiicadc on 14 aediacion de ciortos de susa
«lectos, 1ncluyendo la inhibicion de la proliteracion epitelial, la
adipogénesis y la induccion de fibrancctinae v expresion de
coldgena. Los ractores de la [amilia del IGP-beta se concliben como
un grupo complejo que esta estructuyral y funcionalmente bien
segregado de otras familias de fauvtores de crecimiento
{Massagué, 1987) .

Recientemente Schroy y col.(1990) mostraron que ol agente
hexametil bisacetamida (HMBA) incrementa la expresion del
TGF-beta~1 en células de carcincema de colon (HTZ9), elTGF-beta-1 y
el HMBA inducen la pardida de la exprezion de un narcador de
superficie maligno en estas celulas y decrensnta ¢l creciniento
celular en medio libre de suesic. Cuandc ce aplica exdgenamente
imita el efecte ejerc um pot el HMRA solo, arrestande el
crecimiento de tres carcinomas de coléep e¢n un cultivo prirario
libre de suero, ambos incremcntan el crecimiwnto en un segundo
grupo de carcinomas nas agrosivoes. 5 autores sugirieron gue los
efoctos del HMBA sobre las células de carcinoma de colan puecden
estar mediados en pkarte por la induadclen del ToF-beta-1.
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OBJETIVOS:

El objetivo general de este trabajo fué n»l de investigar si
metabolitos liberados en cultivo por un melanoma de raton, estaban
asociados con el desarrollo y crecimiente del mismo "in vitra® e
"in vivo", Asi mismo buscar el ecfecto de los mismes nmetabolitos en
la actividad de las ceélulas T "in vitra" 5 fin de averiguar si la
inmunosupresicen dada en los individuos con cancer puede estar
mediada por productos solubles del tumor que actuen directamente
sobre 1as celulas del sistema inpune, para facilitar el desarrollo
tumoral.

Los objetivos particulares tuerdn:

1.~ Colectar los metabolitos liberados al medio de cultivo
por un melanoma de raton (clona M=~3}, ¥ busgar su pogsible
funcion regulatoria en las células fjue los produjerdn, otras
lineas tumorales y en los linfocitos T.

2.- Colectar los metabolitos liberados al medio de cultivoe
por fibroblastes de ratén, y buscar su posible funcion
regulatoria en las células que los produjeron, otras lineas
tumorales y en los linfocitos T. Los ensayos con los
fibroblastos se consideraron como otre control.

3.- Buscar el posible vapel de los metabolitos del melanoma de
raton eon el desarrollo tumoral "in vive!.

4.~ Coorrelacionar los resultados de los ensayos "in vitro" de
los metabolitos del melanoma de raton con sus propias células
y con los linfocitos T, con los resultados del ensayo
in vivo".

22



METODOLOGIA:

En el presente trabajo se realizo la obtencion de productos
tumorales a partir del medio de cultivo en donde su desarrello un
melanoma de raton (Clona M-3 §91), y la obtencion d¢ metabolitos a
partir del medio de cultivo en donde sc desarrellaron fibroblastoes
de raton. Estos medjos se procesaron de 1gual manere pera tratar de
coorrelacionar 1la presencia de cada uno cen la actividad de
linfocitos T y las mismas celulas gque los produjereon. Asl mismo se
busce el papel de estos en el desarrollo tumoral "in wvivao".

A.- COLECCION DE 105 FRODUCTOS DEL MELANOMA Y DE 1.0OS FIBROBLASTOS.

a) .- CELULAS TUMORALES:

Se contd con una linca de melanomd de ratén , clana M-3 derivada
del 591 de Cloudnpan, (ATCC) la cual se mantuvo preservada en
nitrégeno ligquido y se cultivo en cuanto se requirio. Bl medio de
cultive que se utilizo fue el de HAM F-10 (Microlab,Hex.)
suplementade con un 2.5% de suerc fetal bovinoe (Sigma,EUA) no
inactivade v un 15% de suero de caballo no imactivade (Microlab,
México) . Como huespedes se utilizaron ratones C.D2. (producto Jde la
cruza de hembras BALB/C y machos DBA)}.

b) .- CULTIVQO DE FIBROBLASTOS:

l.—- Se prepararon frascos de cultivo de poliestirens de 260 nl
{(Munc) con medio de HAM ¥F~10 (Microlab, Mex.) preparado de
la nisma forma que o utiiizo para las celulas tumorales.

2.- En una caja Petri con el mismo medio de cultivo se
colocaren fotne de 10 dias de aestacion de ratona €.D2 todo
en condicicnes asépricas.

3.~ Se utilind la reqgion toracica la cual disgrogo con
jeringas de 3wl uSando UNa aguia Ge 22 X s 3o lzede,
Maxico} .

4,- con la misma jeringa se virticé 0.2 ml en cada {rasco de
cultivo ¥y se dejo incubar a 27° € on una atmosfera humeda
con 5% de (O,

5.~ El1 medio se remplazo 5 dias despues cuando se alganza una
contluenvia Jdol E0-00%

¢} .= PROCESAMIENTO DL, MEIDIO DE CULTIVO SN RUERG PARA HMELANOMA
Y FIBROBLASGTOSG:

Se siguio una metodologia siwilar a la utilizada por Iwata b,

Yy col, (1985}:

1.~ Las celulas se cultivaron en iredio de Ham (Microlak,
Mexico) suplerentado con un 2 de sucrs fetal boving
{Sigma EUA) no inactivado y un dm suoro de caballo
(Microlab, México) no inactivado. Hasta alceanzar una




confluencia del 85% al 90%. FPara tal efecto se utilizaron
frascos de cultivo de 260 ml (80 cm® Nune) con 10 m) del
medio.

2,- Al alcanzarse la confluencia deseada, las manocapas se
lavardén con snlucion salina fisiologica cinco veces y se
incubaron en medio libkre de suero, % ml por {rasco.

3.~ El medio se colecto cada 24 horas © a la semana
dependiendo del lote y se reemplazo por un volumen
igual.

4.~ E1 medie se centritugo
hicieron alicuutas do
vidrio de 10 =al.

5.- E1l medio liofilizado se reunic y se lo dotermino 1a

do G ol vl e Lodu de Lowry (1941)

G.- 5e dializo en una membrana Spectropor n® 3 contra PBS
(pH=7.4) durante 24 horas a 4% c.

7.- Se determino 1o concentracion de proteinas por el metodo
de Lowry (19»1) y ue ensayc la actividad en
a) linfeocites T
b) fibroblastes de raton obtenidos de un cultivoe primario
c) ceélulas del melanoma M-3 (ATCC) vy otras lineas

celulares; =1 malancma RPMI-1846 de hamster derado
(ATCCY, el neuroblastoma P15 de ratén albino (donacion
del Instituto Nacional de Psiquiatria S, Sa., México) y
el glicma C6 de rata (ATCC).

8.- Se fracciono este medio en una columna de sefadex G-25
{Pharpacia) de 90 ¢m de largo con un diametro de 1.5 onm,
con un flujo de PBS (pH 7.4) de 40 gotas por ninuto. Las
fraccicnes se detectarén enh un espectrofotémetro Beckman
en celdas de cuarzo de 1 ml a tres longitudes de onda
220nm, 260nm y 250nm.

9.~ Se liofilizd cada fraccion y se determino la concentracion
de proteina por la técnica de Lowry para onsayar su
actividad en las c¢élulas sehaladas en el paso 7 y ademas
en 1§nfnnirne LA BT SR L SELUN G154 U N

10,000 rpr durante 30 win, Se
21 para liofilizar en viales de

concentra

.- ESTUDIO "IK VITROM

a).- REGISTRO DE LA ACTIVIDAD DE UAS CELULAS EN PRESENCIA DEL
MEDIO SiIli SUERQ PROCESADO DE FIBROBLASTOS Y DE WMELANOMA:

Se ovalud la respuesta on Lase al porcentaje de incorporacion de
timidina marcada con tritic, gue nos da un indice del ADN
sintetizado lo que indica o un aumento en la proliferacidn celular
G un aumentn rn oen octada active (Hudson & Hay, 1030

1) .= CELULAS TUMORAILLG Y TIBRIHLASTOS:

L0 determino la actividad en &1 welanoma de raton M=3 (ATCC)
de donde se obtuviaron loc metabolitos @ prebavy, =n
fihrohlastes de raton, ant como en otrasn llneas tumorales:
el glioma C, de rata (ATCC), en el neurcblastoma Pib de
raton {(donacion del Instituto Nacional de Podiatriae
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Mexico), y en el melanoma RPMT de hamster (ATCCY,

Se puso una suspensicon de 1 ¥ 10° células por pozo de caja
de 24 pozos, en medio de HAM-F106 suplementado con un 2.5% de
suero fetal bovino no inactivado (Sigma, EUA) y un 133 de
suero de caballe no inactivado (Microlab, Méxica).

Cuando las celulas ya estuvieron adheridas de 3 a 4 horas
después se agregd la cantidsad de proteina (10 microdramos)
reguerida para cada lote y dejandose incubar el Cieanps Juc
se habia establecido previamente (3 hrs a 4B hrs.).

Cuatro horas antes de finalizar £l periocdo de incubacién ge
agreqdé 1 pCl de timidina traitiada {°H-T) (New England
Nuclear) a cada pozo.

Al fipalizar las cuatre horas, las monocapas se lavaron con
PBS (pH 7.4) tres o cuatro veces cuvidando no .despegar las
células.

Las ceélulas fueron desprendidas de cada pozo agregando
tripsina-verseno 1 X (Sigma, EUA), incubando de 2 o 3
minutos y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min.

Se resuspendio el boton cn 0.4 ml de PBS (ph 7.6) y se puso
en un disco de papel filtro (Whatman MM de 2.1 cm). Los
discos se secaron al aire y se procedio a lavarlos con

dcido triclorocacétice al 10%, PBS (pH 7.6), alcohol absoluto
y cloroformo. Esto se hirze utilizando un portafiltroes
Millipore para 12 muestras (mod.2702550).

Cuando los discos estuvieron secos se¢ coloco cada unoc en un
vial de contador de centelleo liquide con 5 ml de liquido de
centelleo (5.05 ¢ de 2,Z2-p~fenii-bis (5 feniloxalon), 6g de
2,5-difeniloxalon y 1 litro de tolueno), dejando rcposar de
2 a 4 horas antes de proceder A cuantificar en el contador
beta de centelleo liguido.

LINFOCTTOS T 3

a).— OBTENCION DE UNA POBLACION RICA EN LINFOCLITOS 1

Se cultivé una suspenuidn de 1 X 10° por pozo de caja da 96
pozes (Nunc) en medio RPMI suplementado con 5% de suero
fetal bovino inactivado (Sigma, EUAj .

Se adrego la cantidad correspondiente de proteina (10-15
microgramos y 20-30 microgramos) obtenida a partir medio de
cultivo, segun el lote, incubando a 37° ¢ en atmosfera humeda
durante 24 © 48 hrs. segun el lote.

Cuatro horas antes de dar pur nadn el tiempo de
incubacién se agregd 1 micro Curie de timidina tritiaaga
{IH-T) (new England liuclear) por pozo.

Al flnalizar el tiewmpo de incubacién las celulas fuerdn
lavadas tres veces por centrifugacion. Para hacer esto, se
tuvo la precaucion de colectar todas las células y lavar
cada pozo con solucion salina fisiologica a fin de no perder
células que pudieran estar adheridas al pozo.

El botdén d¢e resuspendio en 0.4ml de PBS (pH 7.4) y se colocd
sobre un disco de papel filtro i¥hatman 3MM, Jde I.lcm).

Los discos se dejaron secar al aire,

25



1.~

b)

c)

d)

e)

6. =

a)
k)
<)

d)
a)

Los discos se lavaron on en acldo tricloroacético al 10%,
PBS (pH 7.6}, alcohol absolute y cloroformo y se dejaron
secar al aire. Esto se hizo utilizando un portafiltros
Millipore para doce muestras {(med.2X702E50)

Cada disco se coloco en un vial de contador beta con 5mi de
liquido de centelleo (6g de 2,5-difeniloxazel, 0.05q de
2,2-p-fenil-bis (% feniloxalon) y un litro de tolueno)
reposando de dos a cuatrn haras antes de lecr on uan contador
beta de centelleo liquido.

b} .~ SEPARACION DE LINFOCITOS T EN SUHPORLACIONES:

dt bazo de raton en solucion

Una suspension de celul:
: P
3 uha soncentlacion de d »a 107

salinma fisioioyica <o
células.

Se coloco en tubos de propileno de 15 ml, 2 ml de
Histopague (Sigma, EUA)-.

Encima de cada cama de histopaque se agregaron 8ml de la
suspensjion de bazo, y Se centrifuge a 3000 rpm durante 30
min.

la porcién correspondiente a linfocitos se paso a un tubo
limpio con PRS (pH 7.6) y =c centrifugo a 2000 rpm durante
5 min.

lLa suspension celular se enriguecio en celulas T de acuerdo
a la técnica descrita por Julius, 1973:

Colocar 0.6g de fibra de nylon (Laboratorios Fenwall,
Illinicis) en jeringas de plastico de 5 ml, empaguetarlas y

“esterilizar por autoclave.

Las jeringas funcionan como columnas y se drenan con medio
RPMI suplementado con 5% de suero fetal bovihe inactivado
(Sigpa, FUA). Sellar las columnas e incubar durante 30 min,
a3 c

Colocar de 1 a 2 X 10° celulas /ml en la parte superior de
la columna que se mantiene en posicion vertical. Dejar
incubar durante 0 min, a 370

Lavar las colurnas lentamente con 2! medio RPMI a 37°C,
recoger los primeros 25 ml, centrifugar a 2000 rpm durante

5 min.

Contar la viabilidad en una sclucion de azul tripano al
0.05%

Se gepar¢ esta pobklacidn rica en linfocitos T mediante
cromatografia de afinidad utilizando anticuerpos
monoclenales (MAS 110 . (anti L3/T4) y MAS 111 (anti Lyt.2)(
Sera-Lab, ©.0.4.) ligados a sefareca-6M {Sigma, EUA), por la
técnica de Schlossman & Hudson 1973:

FPreparar la uefarosa hinchandola con HCL imM, de acuerdo al
método de March y col. (1971)

Acoplar la preoteina con kuffer de NaHCC3 0.1 M (pH 8.2) en
una concentracion de 500 micarogramos por mililitro de gel.
Mezclar 1a solucion durante toda la noche a 4°C durante
2hrs. a temperatura ambienta.
Lavar el exceso de proteina y bloguear con glicina 1M,
lavar el exeno de agente bloqueador con buffar de acetatos
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METODOLOGIA:

Melanoma M-3 Fibroblastos
de ratén de ratdén

“in vitro*
I
Crecimiento en medio libre de suero

Colecta del medio

Centrifugacién
{10,000 rpm/30 min)

Liofilizacién
Diadllsis
Determinacisn de la concentracién de proteina

Cromatograffa de exclusidn wmolecular
(Sefadex G-25, flujo dec PBS pH 7.4, 40 gotas/min)

Lioftlizacién de los eluidos

Determinacién de la concentracién de proteina

Inmunizacidn de
los ratones

incubacidn con las c4lulas del melanoma M-3,
melanoma RPMI, glioma €6, neurcblastoma NB P15,
fibroblastos y linfocitos Lyc-2 y Lyt-3.-4.



q)
h}

O.IOM (pH=4) . BSequir con bufler de acoplamiento, Almacenar
a 4°C.

Incubar 1 X 10° linfocitos ‘P (poblacién enriquecida en
linfacitos T) en la coulumna durante 15 min. a temperatura
ambiente.

Lavar la columna con wmedio de cultivo (20 =30 ml)
suavemente.

Centrifugar a 2000 rpm durante % min. Resuspender el boton
en medio de onltive cmantificar y registrar la viabilidad
con axzul tripanc {(0.06H %1).

C.,~ ESTUDIO "IN VIVOY

1.-

Se inyectaron ratones hibridos €.Db2 producto de la cruza
entre la cepa DBA (machos) y la BALB/C (hcembras) con las
fraccion2s A o B de la colecta diaria del medio de melanoma
via subcutanea 2n el dorso. A un lote se le administro la
proteina scla a razon de 1.0mg/Ky peso semanalmente, a ovro
lote se le agreqo adyuvante con solo 0.5my/Kg peso y se
hizo de acuerdo siguicnte esquema:

dia o© Sangrado de ratones y primera désis de
proteiny { 0.5my/ky peso) mas ACF
{adyuvante completo de Freund} en
relacion 1:1 con respecto al volumen.

dia 7?7 La misma cantidad de proteina mas AIF
fadyuvante incompleto de Freund) 1:1

dia 14 La proteina sola en la misma cantidad

dia 21 Igqual que el dia 14

dia 23 sangradoe de ratones

Al concinir ta adzminicbtiaviun de 1as proteinas se reto a
los ratones con una cantidad de 1 X 10% celulas de melanoma
591 éstas se implantaron via subcutanes en el wuorso, del
lado opuesto a donde se administraron las protéinas. Se
tuve un lote control de ratones a los cuales so les
implantd la misma cantidad de células.
La evaluaclidn gue se hizo del desarrolleo tumoral consiutio
en tomar el peso promedio por grupo del tumor, ademas de
que se considero @l tiempo de aparicion de los turores y
el numero de e Jue piuwsentaron tumor en cada grupas,
palpando a low animales diariamente.

So oaplico la prucha de © de Student (Tarker, 19763,

A los suercs de loo ratones gue ce pretendieron

inmunizar se les hlze una prueha de inmunctluorescencina
indirecta en morocapas de las celulas de aelanoma de la

siguiente forma:
Se prepararon catas de 6 paros {(Nunc) con un cubreobjeto de
vidrio por pozc en <condiricnes asépticas con 0.9 ml del
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medio de cultivo de las ceiulas de melanoma (HAM=F10,
suplementadeo con 2,5% SFB y 15% 5C).

b.- En cada pozo se sembraron 10,000 células de nelanora ¥y se
esperc a que alcanzaran una confluencia del 1001,

c.=~ las monocapas se lavaron cuatro veces con PBS (pH 7.6) y se
agreqo 0.5 nl de metanol abseluto el cual de dejo durante 5
min,

d.- De nuevo se lavaron las monocapas con bbb (ph

&.- Los sucros problema (exporimentoles y tostigo
1:4 con PBS (pH 7.6).

f.- A cada cubreobjeto se le¢ colocaron 20 microlitros de una
dijucion do sucrzs diferente v ne drjaron incbar durante 30
min. a temperatura ambiente y en camara huseda
Posteriornente se lavaron Jos cubreobjetos ron PBS (pH 7.6)
cinco veces suavoemnente.

g.~ A cada cubrecbjetos se le ajrogaron 26 micrclitres de una
dilucion 1:2 de anticuerpc antiinmunoglobulina de raton
(1gG) marcada con fluoresceina y de nuovo se dejo incubar
durante 30 min., en camara humeda a temperatura ambiente,

h.- Los cubreobjetos se lavaron con PBS (pH 7.6) diez veces,
suavemente Yy se montaron en portacbjetos con una scolucion
de glicerol/glicina y se procedio a obscervar en microscopio
de cpifluoresencia (7eis)

a) .
Jdiluyeron

D.- ELECTROFORESIS DE LOS MEDIOS DE MELANOMA ¥ FIBPOBILASTOSL SINH

SUERO.

se procedié a hacer 1la electroforeésis en un «gel de
poliacrilamida a 10% discontinue, es decir con un gel de
concentracion de las muestras y un gel de separacion de éstas, de
acuerdo al blstcha de laonw]; (1270). Los geles se prepararon como
se indiva a coptinuac
Gel inferior
Acrilamida 39¢ bisacrilamida 0.8 % .. .iiiiiiiiioneann, c0011.0 ml
Tris base 2M pil 8.8.... J R PRI 3 §
SPE I0%..... el
Agua destilada......ovaiunne
Persul fato de amonio (1 mg,/ml).
TEMED. .
desgasificd durante 15 minutos
Gel superior
Acrilamida 30% bisacrilamida 0.8 %.. L3.e ml
Tris-HCL 2M pH 6.8. . ... i ivuninian . 0.65n)
SDS 10%..... e e Ceee e caaeaea 0.1 ml
bParsulfato de amonin (1 ma/pl). 002 ml
Agua destilada.......... e . 11,5 ml
TEMED. . cav o . L 0.01m] Se
desgas{fico durante 3% minutou <on nqitac;ur

.........0 G3ml Se
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Preparacidn de las maestras:

1.- Los nmedien de cultivo como se indica antariormente se
liofilivaron y despues so dializaron contra PBS pH 7.4 y

contra agua durante 2dhrs. usande una membrana Spectrapor de

1000 Da de "cut off”

2.~ Se pasaron por una columna de Sephadex G-10 de 3 cn ¥ 1.5 ¢

con un fivdo do agur desrilada.

3.- #e volviereon a tiofitizar

4.= Se determino la concentracion de proteina por el mpetods de
Lowry {19%1)

5.- 8e ajustaron volumenes gque contuvieran A0 microgramos para
poner en Cada poiu agloegaind rode 1a muostra con
betamercaptostansl, este se prepare como sigue:

agua destilada.
tris HCY pH 6.5 .. . e s .
glicerol..........couuneonn . P
SDS 10 vt in i v eans
2 beta mercaptoetanml.....
azul de bromofenol 0.0% %

3.- Corrimiento de las wuestras:
Se utilizd una ¢amara de electyaforesis de BIO-RAD que se llend
el siquiente bHuffer de corrimiento:

tris base 1% gr/tlitro

glicina 72 gr/litro

SDS 5 gr/litro

300 ml se llevaron a 1500 ml de agua destilada.

El gel superior se corrio a 10 mA y el inferior a 30 mA.Se tine
con plata mediante la técnica descrita por Oakley R.B., 1980.

23

ml
ml
ml

ml
ml.

con

ron



RESULTADOS

COLECCION Y CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DEL MELANOMA M-3 Y
DE FIBROBLASTOS DE RATON

Se realizd la extraccion y parcial purificacion de los
metabolitos ercretados al iz de cultive de relanoma y al medio
de cultivo de fibroblastos, sto se hizo de forma sirilar a la
reportada por otros autores comc Holley y col. (1980), Asscian y
col. (1983), lwata y col. (198%) y Conn y col. ({19%0). En la
cromatoqrafia se observaron diferencias en el nurera de fracciones
obtenidas, en su tamano y cantiddad oependiendo de las Odln
las que se cbtuve y del tiempo de colecta (fig. 1j. El medio de
melanoma que se colecto diariamente presento cinco fracciones, tres
de ellas las del centro aun mezcladas. E1 medio de melanoma
cotectado semanalmente precente tres fracoiones, cen la secceién
intermedia aparecié solamente un2. Los maedios de fibroblastos
colectados diariamente y semanalmente presentaron tres fracoiones
(Fig. 1}.

En la elnctroforésis del nedio completo del melanoma  se
encontraren varias bandas, una con un peso melecular cerca a 200
Kd, otra con un peso mayor a 100 Kd, otra menor de 100 KRd, otra
cerca a 60 Kd, y otras menores de S8 Rd. La fracciéen A contuvd a
las bandas mayores de $0 Kd y la fraccion B a las bandas menores de
50 Kd. El medio de fibroblastos presento varias bandas mencres de
100 Kd (Fig. 2).

EFECTO DE LOS METABOLITOS SOBRE SUS CELULAS PRODUCTORAS Y OIRAS

Se evalus el efecto de los metaholitos contenidos en el nedio de
cultivo de fibroblastos y del melanoma M-3 en base al porcentaje de
incorporacion de timidina marcada con tritio en ias celulas del
melanoma de ratén (clona M-3), fibroblastos de raton, cdélulas de
gliomi de rata {linea C€o6), CelULlas Qe NEULUVDIAnLLMG Sl [linoa
pls), y otra clona de melanoma de hamster (RPMI 1246).

Estos ensayos se reallzaron on eedio libre de suern (fia.4)
El melanoma M~} se estimuld con su propio medio a las 6 y a ias 24
hrs., y con el nedio de los {ibroblastes a las & hrs. Hubo un
notable decremento de la incorporacien con los daos medios a las 12
hrs. y a las 48 hrs. con el medio del melanoma, Los tibroblastos
fueron ligeramonte estimulados con su propio medic a las 6 hrs.
estimulo que fué decrementando paulatinamente a mayor tiempo.
medio del melanoma estimulo a les f1broblastos o jas 3 his,
resto del tinmpn 104 mantuvo carca dol 100 * de incorporiacian.
5 el »lanoma estimeld la
en vanto gque ol sdio de {ibreblactos
< epro a las 12 hrs. on que ¢ i
orr.aracion. n ol glioblasto
un etecto sintlar que el me
s RPMI, 1 medio de nmelanoma scolo
bajande y ranteniendose cercaneo al 166%, cl

nom
v

estimulo en todes los tiemp
un notable desonso de 1a i
medio de melanoma M-2
fibroblastos.
estimulo a1l
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Fig. 1 FRAGCIONES DE LOS DIFERENTES MEDIOS EN SEFADEX G-26

D.0. tongitus ae onas » 220nm
4

2 -
l M
A
[0 e T e o L B I o o o o e e e n s aa m  e n ay o
300 400
mt
= M. COLECTA DiARIA ~—— ™. COLECTA DE 5 DIAS
- f. COLECTA DIARIA
Fig 1 - Los mndicd de ¢ultivo sin suero de! melancma #-3

colmctados semsnal ¢ dieriamente. y e! de los tibroblastes,
fueron cluidos =n una columna de sefadex G-25 { Pharmacia) de 96
x 1.5 coo. con un fiuls de 40 gotas 1o’ minuto de PRI (pH 7.4, Las
f{raccaionca s= detlrltoron en un aspectrofolonetre Beckman a trea
longitudes de onda:  220hm, 260nm y 280am. No 3e  encontro
diferencia en ios Graficas con las difsrentes longitudos de onda.
M= MED]D DEL MELANCMA H-3

Fe MEDIO DE LOS FIBRUBLASTU3



FIG. 2 ELECTROFORESIS EN OELZS DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS ¥
BETA-MERCAPTOETANOL DI LOS SOBRENADANTES DELOS MEDIOS D CULTIVO
. SIN SUERQ. a) MELANOMA M-3, b) FRACCION A DEL MELANOMA M-3, c) FRAG-
CION B DEL MEDIO DEL MELANOMA M-3, d) FIBROBLASTOS e} ESTANDARES DE
PESO MOLECULAR.
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INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA (3 H-T) EN EL. MELANOMA »J CON 10 MICAO-

GRAMOS DE LAS FIRACCIONES DE LOS MEDIOS DE MELANOMA Y FIBROBLASTOS EN

8
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F1G.4 PORCENTAJE DE INGORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA {3 H~T) EN DIFERENTES CELULAS
TUMORALES Y FIBHOBLASTOS CON 10 MICROGRAMOS DE MEDIO DE MELANOMA (M) ¥
FIBROBLASTOS (F) A DIFERENTES TIEMPOS EN CULTIVO 8IN SUERO.
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medie 9=l @Eeianoma M-d oy filrodblastos,. en wadio  Libre de suerc.
Se, uearon cajas dr 14 pes 0% (Hunc), en cada pozc se pusieron 1 X
i iuies con 10 Riuro,remos del redio  Cudtro haras sntes de
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dsacerte por Hudson 5 Hay 1 1y90)
FeF,  fibrobiastes mis  medio  de  tibrodlastos, fen,  fibrehlastos mas  medic  del
oelaromy ® 3, M, g ianoma H-3 =33 medio  de  fibroblastos; WieM,  melsnoma nas
medic  del  melanora M3,  PiS+F,  neurcblastorn P1S  ras medic  de fibroblastas;
FI5eN, neurobiastoms Mm% mas med1s el melanoma 3, Cher 9!iomn mas  media Oe
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medio de fibroblastos lo estimulo a las 6 y 24 hrs. Tl glioma C6 se
estimulo a las 3hrs con los dos medios, notandese un decremento en
la incorporacién a las 12 hrs.

De la misma forma e probe el efecto de cada una de las
fracciones tanto de medio de melanoma como de fibroblastos, en el
melanoma (fig. 3) ninguna de las fraccievnes hicieron gue el
porcentaje de incorporacion subilera arriba del 100% a 24 hro. Las
fracciones B y C del medio del melanoma aumentaron 1a incorporacion
a las 48 hrs. La fraccion A las mantuveo por debajo del 100% de

incorporacion. Por ua  parte Jos eluidos del wedio de  los
fibroy os manturiers 21 melanoma arriba d 100t de

incorporacidn a las Aa las 48 nrs, soio la
fraccion 1 decremento la incorporacion a las 48 hrs.

EFECTO DE 108 METABOLITOS EH LINFOCITOS T ¥ EM ALGUHAS
SUBPOBLACIONES

Otra parte de cute trabajo consiztio en probar el efecto gue
ejercieran los mnetabnlitos tumorales en la incorporacidn de
timidina marcada radieactivamente an linfocitos T. Cuande los
linfocitos fuoron incubados con las fracciones del medio de
melanoma M-3 durante 24 hrs., (fig.»), la fraccion A estinmulo la
incorporacidn aumentando esta a mayor concentracion. A mayor tiempo
la fracciones B y C estimalareon ligeramente a nenor concentracion,
e inhibiendo la estimulaciaon @ mayor concentracion, la fraccion A
decremento la incorporacion que se observe a 24 hrs (fig.6). Las
fracciones del medio de fibroblastos incrementaron el porcentaje de
incorporacion e linfoeitos a los dos tiempos con las dos
concentraciones, &l estimule de cada fraccioén dependio del tiempo
de la cxposicioén y de la concentracion de la misma.

Da  acnerdo A la nomenclatura aceptada para dividir a los
linfocitos de ratdn por tas moléculas presentes on su supurfiicic,
se separaron linfocitos Lyt -3,-4 (T supresores/citotdxicos) y
linfocitos Lyt -2 (T de ayuda) mediante el uso de anticuerpos
monoclonales en cromatografia de afinidad (Paul, 1989), los cuales
tambien fucren cxpucstos a ¢ade una de las fracciones de 1oy redios
del melanoma ¥M-3 y do los fibroblastos. En la fig.? se aprecia que
las fracciones A ¥y C del melanoma M-3 estimularon a los iinfocitos
Lyt -2 ligeramente, estimulo que decremento a las 48 hrs. (fi1g.8).
Ins linfocitos vt -3,-4 no fueron estimulados con alguna de las
fracciones del medic del melanoma M-3 a 24 hrs., por el contrario
se  inhibio su incorporacion con respecte al contrel, solo la
fraccion € aumento su jincorporacion a las 48 hrs. (fig.8). Por otro
lado las {raccionecs de los fibroblastes estimularon a  los
linfocitos Lyt -2 a las 24 hrs., la fraccion 2 incremento mds la
incorporacion poro esto no so observe a las 48 hrs. Los linfocitos
Lyt -3,-4 no e astimularon con alguna de las {racciones de los
fibroklastos a ningun tienpo.
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MELANCMA

fig s

5 F48:r0 e 18 Jncorporac1on de Timidina  vritisda en
siefocitos Toa Y4 hrs. con las diferentay concértraciones de lan
traceianes de .o8 redics del selancma M-3 (A B y Ty y do ios
Ghisaton 40,2y A} Se ussron rajes de 96 pozcs (Nunc), en
Tada goro 1w pusisren 1 X 30 ' Linfecatea con le concentracien de
retetns. Cuatra horss antes de terranar el tiemps de anculacidn
TAORITNGO UN GLToverie Of  Limidird tritlada a cada peru. Se
Procedst @ cuantilicar 49 radioscliv.cad incorporads de acuerdo a
ia tecaica descrita por Hudson & Hay §1990).
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Tuterencia al late control () 3] que ne considers como e IDJ%
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FIQ. 6 INCORPORAGION DE TIMIDINA TRITIADA {3 H-T) EN LINFOCITOS T A 48 HORAS
CON LAS FRACCIONES DE LOS MEDIOS DE MELANOMA Y FIBROBLASTOS.
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F13.7 INCORPORACION DE TiMIDINA TRITIADA (3 H-T) EN SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T A
24 HORAS CON 2¢ MICROGRAMOS DE LAS FRACCIONES DE LOS MEDIOS DE MELANOMA Y

FIBROBLASTOS Y OTROS MITOGENOS.

el opm
i E .
77:-!' " ‘1'
. i -
et L -I%
b . o
SR E| : ail AL
2l i 5] § 'J - é Af b3
1l 1B 'Zi NN
Gaa  BaE  dEE 8 TH ARIEIN |11
1 FZ 3 - ‘: c PHA ConA wGF Oonfrol ’ ’ F? < PrA ConA MOF Oonerod
ZA g 3t T -2t SN Contre [:]Lyl 241y SCmtror
e
b

a

ia incorperacion ds timiding  tritiada en
)1rl citon T 8 24 nre. Zon 23 micCrogrames de
Lua medioa del melineza M-3 (A, By Cl y de los
31 Se usaran cajzs e 96 poxos (Nunc). en
ror 1 X 10" finfocitew can ls concentracicn de
huras antes Je terminar el tiempo CA incubaciea
erolLrse te timidire tritiads  a cada po2o. 58
1oProia raliosetivi incorporada da acuerdo a
r Hudaon & HMay {8}

porcentals  de carforacisn,  temands  Como
- tral (C). 81 4.8 54 ¢onsiCers cons el 100%
t10 de xncoryhrarxor y ia desviacién estdndar
dyau




Fig. 8

INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA (3 H-T) EN SUBPOBLACIONES DE LIMFOCITOS T A

48 HORAS CON 29 MICROQRAMOS DE LAS FRACCIONES DE LOS MEDIOS DE MELANOMA Y
FIBROBLASTOS Y OTROS MITOGENOS.
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EFECTO DEL DESARROLLO TUMORAIL TN VIVQ" DE LAS FRACCLONES A Y B
DEL MELANOMA M~-3.

La ultima parte de este trabajo consistidéd on  evaluar el
desarrello tumoeral "in vive' en ratones singénicos al melanona M-3,
previamente inmunizados con las fracciones A y B del nedio de
melanoma, se  trabajo coen estas  fracciones por tener efectos
antagonlicos en 1a 1NCOrporacion de t 2ina tritisda mn ol melanama
M=3 “in vitroe™ (fig. 3). E! esquent de inmunizacion wsta descrito
en la metodologia y la evaluicion gue se hizo del desarrolie
tunoral consistio en tomar el peso promedio por grupo del tumor,
adends de gque se constderd o1 tienpo de aparicion de los tunores
cada grupe. En la tabla 1 se nuestran ius  rvoddtados
experimento  'in vive", se puede apreciar que los ratones
inmunizados con la fraccion A presentaron un menor crecimiento
tumoral, que los inmunizados con la fraccion B y el grupo control,
ademas la aparicion de los mismos estuvo retrazada. Los ratones
inmunizados con la fraccion B presentaron un aceleramiento en la
aparicion del tumor de mas de dos scmanas de diferencia con
respecto al grupo inmunizado con la fraccion A y de dos semanas con
el grupo control. Existio diferencia en cuanto al tamano de los
tumores, los de los ratones inmanizados con la fraccion A fueron
menores que los de los ratones inmunizados con la fraccién B y con
el los ratones del grupo control. Se detoctaron anticuerpns aon
inmunofluorescencia, en el grupo inmunizade con la fraccion A
existio positividad en el nucleo, en el grupo inmunizado con la
fraccién A mas adyuvante la positividad se encontro en la periferia
del nucles, y en el grupo inmunizada con la fraccion B mas
adyuvante se encontro positividad en el citoplasma. El grado de
posistividad también fue diferente, siendo mayor en al grupo
inmunizado con la fraccion A.
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Tabla 1. Crecimiento tumoral presentado por los ratones inmunizados con las

tracciones A y B del medio de melanoma.

Grupo Cremimiento
Turioral

A -
AtAdy -+

B rhete
B«Ady res
Control s

Tiempo de
aparicion
(dias) *

30-35

50-35

15-18

16-18

28-30

Porcentaje de
aparicién

40

45

75

85

a5

Peso** Fluorescencia
{gr}

X s
1.16 0.23 ~+{nacleo)
1.07 0.16  «(perinucieo)
2.89 0.35 -
2.95 0.39 -(citopiasma)
2.10 0.20 -

*
Ls soericion tumoral fue evaluadsz palpsndo & los animsiss dlarlaments, la presencia de un nddulo

marscd &l primer dis do aparicién tumors!.

** P < 0,001 por le prueba de T de Student.



Tabla 2. Efecto de las fracciones A y B del melanoma M-3 en
el desarrollo tumoral *in vitro™ e "in vivo™.

Fracciébn % de incorporacién = Tiempo % de aparicién Tiempo de aparicién'
de 3H-T "in vitro” en (hrs) tumoral ‘in vivo® del tumor "in vivo"

el melanoma M-3 (dias)
A 50 24 40 - 45 30 - 35
94 48
B 86 24 75 - 85 15 - 18

188 48



DIBCUBION

Algunas lineas celulares transformadas producen y liberan
péptidos llamados factores de crecimiento gue pueden conferir un
fenotipo transformado, en forma reversible en celulas no
transformadas { Lahio y col. 1986, Fritz,1988 y Green, 19893 . Se ha
sugerido que esos péptidos contribuyen al fenotipo de las celulas
que los producen. La produccion de esos peptides por las celulas
las dota con ventajas sobre el crecimiento de sus contrapartes no
transforrmadas i 12 habilidad para crecer como un tejido neoplasico.
(De larco, 1985, Massagué, 1987 y Lahio, 1989). Ls mayovria deo los
trabajos que se han hecho sobre los factores de crecimiento
transformantes reportan el efecto en el crecimiento Yy
transformacion sobre células no transformadas deneralmente
fibroblastos, y en ceélulas transformadas entre ellas los melanomas,
glioblastomas, etc., considerando la actividad mitdgena que tengan
sobre las células tales factores y su capacidad para crecer en
medio semisolido (Cook & Chen, 1988 y Mooradian y col. 1990). En el
presente trabajo se evalué la respuesta mitdgena de algunas lineas
celulares tumorales, fibroblastos de ratén y linfocitos T, en
particular linfoecitos T Lyt -2 y Lyt -3,-4 a los metabolites
liberados por el melancma de raton M-3 y por fibroblastos de rateén
a su medio de cultivo cuando permanecian sin suero. Ho se ticnen
reportes sobre el posible papel de los factores de crecimiento
sobre las células del sistema inmune, por lo gue en el presente
trabajo se pretendid evaluar esto en los linfocitos T. Ademas se
busco el posible efecto de los metabolitos liberados por el
melanoma S91 al nedio de cultivo en el crecimiento de dicho
melanoma "in vivo".

CCLECOION V. CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS:

Come se observa cn la fig. 1 se obtuvieron fracciones diferentes
a partir del medio de cultivo del welanoma colectado semanal y
diariamente. Estas diferencias podrian deberse al usc por los
melanocitas malignoes en el cultive de loas metabolitos no
encontrades on la fraccion intermedia (B, fig. 1) de la colecta
semanal., Si en el cultivo se tuvieron celulas transformadas (en el
caso del melanoma M-3) de las que se sabe producen gran cantidad de
facteres de crecimiento entre ellos los que les confieren su
malignidad fenotipica (Sen & Farced, 1987 y Spurn & Tcdare, 1989)
es de suponer gque las mantenga vivas un buen tiempo sin necesidad
de tener nutrientes mayores adicionales. Ademas De Larco (1985)
sefiala el hecho de cuando las células tumorales permanscen sin
suero hace que produzcan gran cantidad de factores de crecimiento
que actuan de manera autoestimulante. In este trabalo a diferencia
de otros (lHalley, 1980, Todaro, 1980, Assoian, 1983, Iwata, 1985 y
Conn, 1290), en que utilizan medic Waymouth, so utilizo medio de
HAM F18, 21 cual os un medic muy complejo, que scgun APCC (Arerican
Type Culture Collection! es capaz de mantener a pocas lineas
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celulares sin suero, el medio Waymouth menos complejo es capaz de
mantener a las celulas en cultivo sin suero. La complejidad dol
medio utilizado pudo haber sido favorable para la obtencion de
mayor concentracion de proteina, a partir de menor cantidad de
medio, que la obtenida por los autores ya mencionados.

En  los trabajos que se han reportado sobre factores de
crecimiento la colecta se ha hecho en intervalos de tiempo cortos
de 6 a 12 hrs. y nunca en intervalos mayores a 24 hrs. por lo gque
no existen registros de estos cambios en el nedio de cultivo; el
hacer esto prefundamente podria esclarecer nucho acerca de la
requlacion en el crecimiento tuporal y su éxito en el
establecinienta en el hucésped, ya que es nuy probable que la calula
tumoral sintetice varios tipos de factores de crecimiento
dependiendo de las condiciones. En este trabajo se colecto el medic
semanal y diariamente, pero como se obtuvo mayor cantidad de la
concentracion de proteina en el medio del melanoma M~3 colectado
diariamente, lo cual se coorrelaciona €on ei mayor numero de picos
en la fraccién B (fig. 1) se trabajo con éste en los ensayos de
incorporacion de timidina marcada con tritio ademds de que de esta
forma se aprovechaba la cantidad de proteina obtenida y se ahorraba
tiempo,

Existen evidencias de que las ceélulas de melanoma en cultive
producen gran variedad de factores de crecimicento, como el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Westermark y col.
1986), factores de crecimiento transformantes (TGF-alfa y TGF-beta)
y factor de crecimiento nervioso, y muy probablemente interleucina-
1 (Benicelli, y col. 1989). Cuando se corriecron las f{racciones y el
medio completo de melanoma en electroforesis se encontraroen varias
bandas (fig. 2). No se descarta el hecho de que- éstas moléculas
sean algunas de las que se han reportado secreta el melanoma, sin
embarge en este trabajo no se caracterizo a cada molécula, Entre
las moléculas de peso molecular mayor a 50 Kd de la fraccidn A del
medic del melanoma M-3, se podrian encontrar algunos mediadores
solubles del sistema inmune cuyo peso puede ser mayor de 100 Kd
(Paul, 1%989). Las moléculas de peso molecular menor a 50Kd podrian
ser algunos factores de crecimiento transformantes (TGFs), el
factor de crecimiento epidermal EGF, los factores de crecimiento de
tibroblastos (FGFs) y el :actor de ¢reclitlento NCrvioso (NGE). »in
embargo se necesitarian trabajar nas sobre estos metabolitos para
llegar a su caracterizacion.

En la fig. 2 se aprecia la difercncia entre los medios del
melanoma M~3 y el medio de fibroblastos. Este ultiro consto de mas
moléculas, muy probablemente sean todas factores de crecimiento,
sobre todo las de peso menor.

EFECTO DE LOS METABOLITGS DEL MELANOMA M-3 Y DE 1O
FIBROBLASTOS DE RATCN SOBRE SUS CELULAS PRODUCTCORAS Y OTRAS.

Se utilizaron las fracciones obtenidas al cluir el medio del
melanoma M-3 de colecta diaria, para fines practicos la fraccién
intermedia con moleéculas aun mezcladas (B, fig. 1) se considerd
como una sola. Las fracciones del medic de fibroblastos tambien se
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utilizaron para tenar una comparacién entre 1los metabolitos
derivados de las caélulas malignas Yy derivados de células normales
muy acttvas por ser de origen embrionarioc. Cada una de estas
fracciones modulo la actividad de fibroblastos, la de otras lineas
tumorales, del mismo melanoma y la de linfocitos T. La actividad se
evaluo de acuerdo a la respuesta mitogénica a cada fraccion
mediante la incorporacién de timidina tritiada gue da solo un
indice del ADN sintetizade lo cual no necesariamente indica si
existe proliferacion celutar, (Hudson & Hay 1890). Como se nuestra
en la fig.4 e! melanoma M-3, del cual se cbtuvieron los metabelitos
a probav, vario su porcentaje de incorporacion dependiendo del
tiempo de exposicion tanto al medio de melanoma como al medio de
fibroblastos. En estos ensayos los metabolitos estuvieron mezclados
(fraccicones A y B) y tal vez la respuesta fue el resultado de
efectos antagoénicos o sinérgicos de euteos. Aci misns cuando se
utijizaron medios completos tanto de melanoma como de fibroblastos
en otras lineas celulares (fig.4) la respuesta varié con el tiempo
y en general se aprecié que el medio de melanoma nc estimuld a
todas lineas celuares solc al glioma C& y al melanoma RPM1 en los
primeros intervalos de tiempo, esto pudo deberse a que estas
células provienen todas de las crestas neurales y podrian tener los
mismos sitios de union o receptores para factores de crecimiento
comunes.

Es posible que cuando el melanoma M-3 se estimuld a las 48 hrs
con las fracciones By C y se inhibid con la fraccidn A de su medio
(fig. 3), en el cultivo haya existido mayor cantidad de 1a fraccion
A que inhibjo la actividad del melanoma. Este efecto pudo darse en
determinados tiempos del desarrollo del cultivo y mas probablenente
cuando existen en gran numero de células. Aungue la primera
fraccion de los fibroblastos también inhibié la actividad en el
melanoma a las 48 hra. esto no sucedid cuando esta fraccion estuvo
mezclada con las otras y tal vez su accidén sea en otro tiempo y /o
en otras circunstancias.

Como vya se ha stablecido los factores de crecimiento
transformantes son aqucl los que comne su nombre lo indica confz.ercn
cambics fenotipicos en células blanco v lae  dotan 3c

caravieristicas de malignidad (Sporn & Todare, 1980 y Green, 1989),
en los ensayos que se realizaron al exponer a las diferentes lineas
tumorales con el medic colectado de melanoma M-3 no se observaron
cambios aparentes en la morfologia de esas células, incluse los
camblos no se dieron en los fibroblastos, Cabe sefialar, sin embarge
que los melanocitos del M-3 al estar cin suere adquirleron una
mortologia tipica de celulas nerviosas en cultivo, muy parecidas a
*la morfologia gue presentan las celulas del glieoma C6 en cultivo
normal, esto hizo suponer gque en el cultive <o cstuviera
sintetizando tactor de crecimiento nervioso, el cual se sabe puede
ser producido por algunas celulas de melanoma (Fabrican y col.
1977). Esta pocibilidad mno pudo ser corroborada aungue en la
electroforesis existieron bandas con peso molecular menor a 50 Kd
que indicarian la posible presencia de este factor cuyo peso es de
de 26 KD.



EFECTO DE LOS METADOIITOS DEL MELANOMA M~3 Y DE LOS
FIBROBLASTOS EN LINFGCITOS T, ¥ LINFOCITOS T LYT -3,-4 Y LYT-2,

Antes de discutir los resultados con 1os linfocites T hay gue
recordar que en el sistema inmunoldgico las células no actuan solas
si no que que dependen un: de otras. Asi los linfocitos T
responden a la presencia de moleculas sintetizadas por otras
células principalmente aquellas gue actuan como presentadoras de
antigeno, entre ellas algunos melancmas (Alexander y <ol. 1989) y
que incluso puecden presentarlo rn forma sglubla, In oote tiobaje se
trato de evaluar el afecto neto de los metabeolitos nbtenidos en ol
medio donde se cultive un nelanoma sin suere sohre los linfoucites
T directarmente, es decir sin utilizar alguna otra celuia gue
runcionara como presentadora de antigeno. Se obscrve que )as
poblacionas rinag on 2intocites Tl we waliduldfon ligeramente a las
24 hrs., con la fraccion A (fig.s5) una de las dos fracciones que se
trabajaron en ol ansiye "in vive". Las poblaciones do linfoaitns T
ricas en Ts fucron estinuladas con la fraceion © a4 ad hrue. (g
8). Lo que sec aprec!o en ¢5tos resultadlos fue un decrements en la
incorporacion de timidina tritiada por parte de los linfocitos, lo
cual indica que estes metabelitos de arigen tumoral tienden a
disminuir la actividad de los linfocitos T, sin Adiferenciar
subpoblaciones.

Recientemente Bennicelli J. y sus colaboradores (1963) reportaron
la produccion de interleurina-1 por parte de varias linecas de
melanoma humano, v aunque reportaren actividad do tinoscitos ante la
molecula extraida a partir dol medlo de cultivo de los nelanomas,
no quedo claro si realmente se trata de la interleucina-1, ya que
el pese molecular no correspondic ¢on la molecula ya caracterizada
aun cuando su actividad se logro bloguear utilizanda anticuerpos
monoclenales contra interteycing-1, FEllos concluven cue la
molécula de interleus -1 derivada de tos pelanomas oo diferente
a la derivaeda de les aonocito:

En el presente trabajo las fraccinnes Ay B de! palanoma 113 se
proharon para su cutx.wlm:mn ©en tipas de lifoo T (figw.
7oy 8y, v g 1 G Chiewobioo e iiguna 1de Capa aumontar
Ia incorpovaciva de tipldina tritiad. en los Lintoo Jdi panera
-on<idprnb)o, mas bien e notd un decremento ey la actividad de los

smos. Probablenente entre las bandas <on pesc nolecular menor de
50 Kd presentes en la fraceion Bodel medico del melanoma -3, alguna
correspondid¢ al peso retferido por Dhennd i oen. o al. (1287). Sin
embargo esta fraccion ne estimulo a los linfec:itos T, probablenente
debido a su coexistencii con ortras noloo

ulan,

FPACCIGRES A Y

EFEQTQ EN ElL DESARPOLLD THMORAL "IN Vive Qo
B DEL LANOMA M-3

31 se considera el electo en ia autividad e la calnlas gue
tuvieron las {racciencs y u del medio de selancma M-3 "in vitvoe!
y se trata de coorreia con oo roeaunlta "in vive" se dehen
considerar vari dl'u".' ia doeoovros factores




de crecimiento ¥ la disponibilidad de nutrientes en el huésped, asi
como su estado inmune (Sutherland, 1988). La fraccion & "in vitro"
en medio libre de suero tuvo un efecto inhibitorie en la actividad
de log melanocitos malignos de los cuales derivo tfig.3), asimismno
los ratones inmunizadeos con esta fraccion presentaron un retardo en
la aparicion del tumor y un creciniento mencr. Por otro lado la
fraccién B estimulo la actividad de) melanoma "in vitre" a mayor
tiempo (fig. 3y y los ratones  inmunirades con esta fraccien
presentaron und aceleracion del crecimients tunsral. o varadojico
de estos resuvltados radica en Gue jas fracclioncs se administrarén
a los ratones antes del reto con las celulas tumorales teniendo
oportunidad de provocar una respuosta inmune gue los blogueara, que
era lo gque se pretendia para poder definir su probable papel en el
desarrollo tumoral "in vivo"

Aungue oo utilizaren ant wnlubles en 1a inmuni cjicn, los
cuales se supone dan reaceti nmunolegicas nuy debiles y para
potenciarla se tienen gue unir a un haptene ¢ usar un adyuvante
{vWeir, 1978}, on el ensayo "in vive" no hubo difercencias en el
desarrollo tumorsl entre 1os grupos conh adyuvante y sin oste (tabla
1) . Probablements se creavon anticuerpos contra algunos o algun
metabolito dejando actuar libromente a otros que se pudieron estar
sintetizando por el prepio tumor o por celulas del huésped. ¢ por
otro lade la previa administraciéon en el huésped de estos
metabolitos prepars al sistema  inmune para responder a la
presencia del tumor, En el c¢aso de la fraccion A tal vez estimuld
a las células Th que cemo e ohservo "in vitro" active a los
linfocitos Th a las 24 hrs (fig.7). En el caso de la fraccion B
suprimiendo esta respucsta, Los metabol ites que deprimieron la
respuesta de los linfocitos T vin vitpo" tal vez tambien lo
hicieron " in vivo" asi como quiza deprimieron la respuesta humoral
y en todo caso a los linfocitos B. Es conocide fgue los pacientes
cen cancer estan inmmosuprimidos por causa de la misma enfermedad
o que costa ilnmunosupresion puede originar el padecimiento.
considerando esta premi los resultados del ensayo "in vitro' con
los 1linfocitos T podrian apoyar la hipotezis de nque la
inmunnennracian acta dada por nroductos  tumoraic olubl que
inhiban Ya respuects de lac celulas del sistema inmanoldrgroo, en
particular las c¢elulas T como lo propone NHepom (Hepom cot. al.
1983) . Aungue exi:sten reportes (Hepom 1977, Di Giacoms & Horth,
1986, Tsuda, 1987, Hoon, 194%7a, Hoon, 1987b y Prehn & Prehn 1987)
que sehalan la participacion de los linfocitos T en  la
inmunosupresion cn ¢l cancer, no se sabe 51 son antigenas de
superficie del tumer o productos solubles los que desencadenan esta
inmunosupresion (Tsuda y ~ol., 1937, North y col. 1989, Oldham 19390
y Sickler ¢ ool 1G9y eoagul la importancie de los resultados
del presente trabaje, si ce considera gque los productos del
melancma M-3 depriricron la respuesta de los lintccites T "in
vitro" (fraccien +, fig.5, tvaccuicnes Ay B fig, 6, y figa. 7y #}
ya se tiene ovidencias de que probablemente son los factores
solubles los que suprinen la respuesta inmune en el cancer, pues
los astudios "in vive" revelaron gue los aninales a los que se les
inyecte la fraccisn B  presentarén un  aceleramiente on el
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crecimiente tumoral y su respuesta humoral fué pobre, como ya se
indice esta fraccion consta de dos o tres moléculas cuyo estudio
podria ser jnteresante para dilucidar la inmuposupresion en este
gistemd tumoral. Asi nisme ¢l estudio de la fracciéen A como
probable retardador del crecimiento tumoral! conduciria a bhuscar
formas de proteccion o profildris en contra del crecimicnto de eare
sistema tumoral, Ambas fracciones no fuecron caracterizadas sin
embargo un estudio detallado y minucioso revelaria su identidad ya
sea cuw factores de creclnicnto conucidos © Ccowe Teleculas nuevas,
La fraccion A del medio del melanoma consto de o wslesulas de peso
molecular mayor a 50 Kd. Entre estas podriarmos encontrar a algunos
factores derivados de plaquetas (pm=100 Kd). y otras moléculas gue
tengan accion directa sobre celulas del sistema inmune que no
necesariamente sean linfsccitos T 81 esto en asl su presencia en el
huésped antes del reto con las ceéelulas tumorales 1o prepetardn,
montidndose una respuesta inmune, y esto trajé un retrazo en la
aparicion tumoral. Este mecanismo de defensa decayd preobablemente
debido a que se terminge el estimulo por la carencia de osas
moléculas, ya que el tumor puede producirlas quiza en una etapa
avanzada del desarrollo tumoral.

En conclusion 1los resultades del efecto de los netabolitos
parcialmente purificados a partir del cultivo del melancma M-3 sin
guero, en el desarrollo tumoral "in vitro' e "“in vivo" deben
considerarse solo como unp nueve camino a sfequir en el estudio de
los factores de crecimiento de los que hasta ahora se sabe mucho de
su estructura pero aun guedan muchas incognitas respecto a sus
funcienes particularmente en lo gue e refiere al complejo sistema
inmune.
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ESTA TESIS ND DEBE
SALIR BE LA BiBLUTECA

CONGCLUSIONES

La fraccidén A del medio del melanoma M-3 inhibic 1o actividad del

la
mismo *in vitro", y retardd su desarrolio "in vivo™.

.La fraccien B del medio del melanoma M=-1 estimulo la activiag.d del
mismo "in vitro® y acelers su desarrollo Pin vive".

rag fracciones del medio del melanoma M-=3 y ias {raccionec del
medio de fikroblastes, timularen o inhibicron a las difvrentes
lineas celulares, dependiendo del tiempo y dJde la celula blanco.

Hinguna de las fracciones A vy B del medio del melanoma M-3 fue
Capas de e ;1 o Yintecitos Tyt-2 v a los linfocitos Lyt~
3,-4, mas bien ejercicron un decremente en la actividad de los
mismos.

Estos resultadoes deben considerarse como un hUgvo capino a sequir
en el estudio «de Jos factores de crecimiento de los que existen aun
incdgnitas respecto de sus funciones, particularmente en lo gue se
refiere al s Loma tnmunae.
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