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La ~divisi6n celular., es un mecanismo biol6gicioque ¡¡>er.mite 
que las c6lulas se r.e¡¡>roduzcan, estableciendo asi la restituci6n 
de células muertas. Sin embargo, este mecanismo de divisi6n, estA 
regulado por factores o moduladores biol6gicos, que permiten 
establecer. un control positivo o negativo de la pr.olifer.aci6n 
celular, dependiendo de las condiciones microambientales en las 
que se encuentran las c6lulas. 

Las c6lulas epiteliales y EibroblAsticas son dos tipos 
celulares que presentan algunas caracterlsticas comunes. Ambas 
se encuentran en estrecha relación, compartiendo microambientes 
en los diferentes 6rganos en los que ellos residen. 

De manera natural e in vitre, estas c&lulas pi:-esentan un 
mecanismo regulador de su d1visil'ín, que permite activar o inhibir 
su proliferaci6n en base a la densidad, estableciendo un alto en 
la división celular por contacto. En este trabajo, se aportan 
evidencias de que las c6lulas normales epiteliales y 
fibroblásticas confluentes derivadas de cervix humano, secretan 
al medio de cultivo un factor que inhibe la proliferaci6n de si 
mismas, asl como de c&lulas tumorales provenientes de cáncer 
ct!!rvico uterino. Se muestra que dicho factor es secretado a 
partir del dla 10 de cultivo y que inhibe hasta un 40 % la 
proliferación de c~lulas tumorales provenientes de c.!nccr cérvico 
uterino, asi como a las celulas tumorales provenientes de la 
linea tumoral de vejiga humana llEP, sugiriendo que el factor 
¡¡>odria ejercer su efecto en c6lulas epiteliales 
independientemente del 6rgano del cual son derivadas. Tambil!!n se 
sugiere que la actividad inhibidora del crecimiento presente en 
el medio condicionado, estA daclu por un factor de naturaleza 
proteica, ya que el medio condicionado en el que se encuentra, al 
Ser tratado COn UJla pretensa crripsina) I SU actividad inhibitoria 
es decrecio en t1n 50 %. 

Por otro lado, el hecho de que el medio condicionado de 
Fibroblastos confluentes afecta la proliferaci6n de las c6lulas 
epiteliales tanto normales como tumorales, establece que el 
fibroblasto y las c~lulas epiteliales derivadas de cérvix tanto 
normal como tumoral, interactuan de manera estrecha, logrando una 
comunicación bilateral que les permite regular su proliferaci6n 
de manera aut6crinn y p~r~crina. 

La relevancia de este estudio, constituye en la aportaci6n 
de conocimientos que permiten conprender de uníl rnrtnera mi\s clara, 
como el mecanismo de división de éstos dos tipos celulares es 
regulado, como interacci6nan entre si y como una posible 
deficiencia en la secreci6n de este factor podrla provocar un 
estado patológico en las c6lulas. Esto basado en el efecto 
inhibitorio observado en células normales y tumorales, lo que 
hace pensar que quizi\s el estado malignicente de estas células 
tumorales esté directamente relacionado con la ausencia del 
factor inhibidor secretado por ct!>lulas normales. De ser cierto 
esta especulación, la purificaci6n ':f caracterización de tal 
factor, podrla tener una posible apl1caci6n terapeñtica para el 
tratamiento de enfermedades como es el ci\ncer de cérvix, cuya 
incidencia en la población mexicana es muy alta. 
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C~ltivo ,de tejidos in vitre ns una técnica qua nos 

~~~-:!;~arl~!sl~~ntr~~~=r~~= m;ál~~ nu~~f~f~~:s, en ~~~~i6i~~~= d~ 
laboratorio controladas, permitiendo el estudio de diversos 
procesos ce1Ulares en Areas tales como: diferenciación celular, 
genética, endocrinologla, etc.( 1), Es hasta ahora una de lan 
principales tt!!cnicas que posibilita la identificaci6n y 
~aracterizaci6n de un gran nómero de factoras celulares, 
contribuyendo a la elaboraci6n de modelos que expliquen la 
funci6n de éstos factores, as! como los mecanismos por los cuales 

· t!!stos actuan. 
El ani\lisis de los procesos celultffes in vitro, requiere 

del uso de sistemas que estén estructurados -ae-una manera 
simple, y al mismo tiempo que puedan enfatizar los complejos 
procesos que involucra la regulaci.On del metabolismo de la 
célula. 

Uno ele los procesos mc.\s estudiados es ln división celular, 
debido a la importancia que representn este mecanismo para la 
organizaci6n estructural y funcional de loo individuos. Mediante 
la técnica de cultivo, ha sido posible cst:nblecer las. condiciones 
de crecimiento de diferentes tipos celulares, sin embargo, pese n 
los esfuerzos realizados en el mejornmiento de los medios de 
cultivo, existen ciertos tipos celulares de los cuales aón se 
desconoce cuales son las condiciones precisas 9ue permitan 
mantenerlos por largos periodos e.le tiempo, inclus.Lve l1acerlos 
proliferar de manera uniforme in vitre. 

Los epitelios, son uno de-Tos Eipos celulares a Jos que las 
condiciones de cultivo no se les ha precisado, no obstante, estas 
células son cultivadas en condiciones especificas que dependen 
del 6rgano del cual fueron obtenidos (2), J,a importancia de estas 
células rndica en su papel multifunc.ionrtl dentro del organismo. 
Los epitelios llevan a cabo la secreción de diversos factores con 
acci6n aut6cr inn, parAcrina y end6crina, reviste:n a todos los 
6rganos asl como a cavidades del mismo cuerpo, intervienen en el 
proceso de regeneración de órgunos, en la generac.i6n de cl!!.lulas 
hematopoil!!.ticas, sirve como barrera de protccci6n contra agentes 
extraños etc. Para rei1lizar estas funciones, las c~lulas 
epiteliales forman tejidos con una d.i.sposici6n celular que les 
permite adem¿,,s una funcionalidad especifica (3). 

Las cl!!.lulas epiteliales poseen caractcrlstlcas altamente 
diferenciadas y funcionales, que les confiere una diversidad 
que da ori9en a la formaci6n de diferentes tiJ?OS de tejido 
epitelial. S1n embargo, todas ell;is presentan cunl1dades comunes, 
como la polnridnd celular y sus interconexiones, la capacidad de 
realizar un transporte vectorial de salutes, la poca movilidad in 
vivo, y conservan la capacidad de proliferar en respuesta a una 
daño tisulnr, o a un factor especifico que estimule la 
prolifernci6n celular. J\.demc!s, conservan la habilidad para 
regular su crecimiento, lo cual implico un proceso de 
replicación altamente controlado (4). 

Dentro del rnicroambiente en el cual se desarrollan las 
células epiteliales, existe otro tipo celular con caractcrlsticas 



EPITELIOS HUMANOS 

EPITELIO PAVIMENTOSO POLIESTRATIFICAOO 
NO QUERATINIZADO DE LA VAGINA HUMANA • 



similares a la de los epitelios; también son adherentes y 
presentan una inhibici6n de lá proliferaci6n por contacto, e 
intervienen en los procesos metab6licos en los que est~n 
implicadas las células epiteliales, estas células son los 
fibroblastos (5) . 

El fibroblasto es la célula primordial del tejido 
conjuntivo, capaz de formar la sustancia fundamental y las fibras 
que constituyen a este tejido. En el seno del tejido conjuntivo 
los fibroblastos pueden quedar inactivos tras haber formado 
sustancia fundamental y fibras, pero son capaces de recu~erar su 
actividad, sobre todo en respuesta a procesos inflamatorios. Los 
fibroblastos son células 9randes por lo general aplanadas, con un 
n~cleo ovalado ~ un citoplasma escaso en forma de huso con 
grandes prolongaciones citopl~smicas que se extienden al exterior 
de la matriz, para conectar con las procedentes de otros 
fibroblastos, éstos presentan un gran desarrollo de reticulo 
endoplAsrnico rugoso en relaci6n con su actividad funcional, 
actividad que principalmente consta de mantener la integridad de 
los tejidos conjuntivos gracias a un lento y continuo recambio de 
los elementos extracelulares. Esta matriz desempeña un papel de 
soporte para otras celulas, entre ellas las celulas epiteliales, 
y permite la difusión de sustancias secretadas por los diferentes 
tipos celulares que radican en este tejido, estableciendo una 
comunicación celular de tipo parácrino y aut6crino. 

La funcionalidad de estas estirpes celulares ( epiteliales y 
fibroblAsticas), estA ligada a su capacidad de proliferación y al 
grado de diferenciación que presentan. La diferenciaci6n en las 
células de los seres vivos, les permite realizar funciones 
especializadas que sustentan la organización estructural y 
funcional del organismo. Una alteración en este proceso de 
diferenciación trae como consecuencia el aumento en la capacidad 
de replicaci6n celular o la disfunción de sus actividades 
especificas, ori9innndo una neoplasia o una deficiencia 
~:t~e~~~~ªa~~sl~~{~i~~~~te, que en ocasiones trae como resultado 

Para comprender la relaci6n existente entre las células 
normñles y tumorales, es necesario entender y tener en cuenta que 
el cuerpo humano contiene m~s de 10 millones de millones de 
células, esas células duplican su material y se dividen en un 
ciclo continuo. En este ciclo s6lo al9unas de ellas llegan al 
final de un proceso denominado diferenciación, mediante el cual 
las células se especializan llegando a un punto en el que cesa 
la divisi6n celular, desarrollando estructuras y funciones 
especiales y donde sólo pueden ser eventualmente reemplazadas por 
la división y diferenciaci6n de otras células (6). 

En un organismo completamente desarrollado, las células 
diferenciadas de al9unos tejidos, tales como las neuronas del 
sistema nervioso, pierden la capacidad de dividirse mientras que 
determinados tipos celulares de otros tejidos, como las células 
epiteliales que revisten el aparato gastrointestinal, se dividen 
durante toda la vida del organismo teniendo ciclos continuos de 
divisiones mit6ticas. Entre éstas dos extremos las células del 
hlgado, serian un caso intermedio; presentan mitosis de manera 
moderada en los organismos adultos, no obstante, retienen la 
capacidad de entrar en mitosis continua si las condiciones 
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CICLO 

Como unidades altamente organizadas en un universo que 
.f<tvorece el desorden, las células estdn sujetas tanto al desgaste 
-y -a ~la-destrucción corno a los accidentes. Por consiguiente, toda 
-.célula ·esta destinada a morir. Si un organismo debe continuar, 
.tendrA que generar nuevas c~lulns a la misma velocidad n la que 
·mueren sus células. Por esta raz6n, ln divisi6n celular es de una 
importancia capital para la vidn de todos los or<¡Janismos. En un 
ser humano adulto, por ejemplo, se han de dividir millones de 
células cada segundo, simplemente parn mantener su status qua. 

El ~receso de la divisi6n celular es bien visible al 
microsc6p10; consiste en dos procesos secuenciales: la división 
nuclear (denominada mitosis) y la divisi6n citoplilsmica 
(denominada citocinesis). Pero antes de oue una c<!?lula tipica 
pueda dividirse, debe duplicar su masa y todos los elementos que 
contiene. S61o de esta formíl. es posible que las dos nuevas 
células hijas contengan los componentes que necesitan para 
iniciar su propio ciclo de crecimiento celular, despu~s de la 
división. La mayor ¡¡>arte del trabajo necesario para la 
J?rer¡>araci6n de la div1si6n cclulilr, se produce de manera 
invisible durante la fase de crecimiento del ciclo celular que 
recibe el nombre engañoso de interfase. La mayorla de los 
componentes celulares se forman continuamente a lo largo de todo 
el periodo intcrfAsico, entre dos divisiones celulares. Una 
excepción importante la constituye la slntesis de ADN, ya que el 
ADN del m!i.cleo celular t!J.nicamcnte se replica durante una etapa 
limitada y muy concreta de la interfase. Este periodo recibe el 
nombre de fase S (S= slntesís) del ciclo celular. La otra fase 
concreta del ciclo es, evidentemente la fase de división celular 
que recibe el nombre de fase M (M= Mitótica). El periodo 
comprendido entre la fase M y el comienzo de la slntesis de ADN, 
recibe el nombre de fase Gl (G= 9ap del ingl<!!s separaci6n), y e.L 
periodo comprendido entre el final ele la sintesis ele ADN y la 
fase M siguiente recibe el nombre de fase G2. Por consiguiente, 
la interfase esta compuesta por sucesivas fases Gl, S y G2, y 
normalmente abarca un 90% del tiempo total del ciclo celular. 
Por ejemplo, en las c<!.ilulas que se dividen rc.\pidamente en los 
eucar.iotns su peri ores, l ñS succs_i vas di visiones celulares (fase 
M) que interrumpen la interfase se suelen producir t1111icamente 
cada 16-24 horas, y cada fase M s6lo durn 1 o 2 horas. Un ciclo 
celular tipico con sus cuatro fases sucesivas, se ilustra en la 
figura l. 



Fig.l Las cuatro fases sucesivas del ciclo ~elular. 

Despu~s de la fase M, las c~lulas hijas inician la interfase 
de un nuevo ciclo. La interfase comienza con la fase Gl en la que 
las c~lulas, cuyas actividades biosint~ticas se han reducido 
mucho durante la mitosis, adquieren de nuevo una velocidad 
elevada de biosintesis. La fase S comienza cuando se inicia la 
sintesis de ADN y termina cuando el contenido en ADN del ndcleo 
se ha duplicado y los cromosomas se han replicado (se dice que 
cada cromosoma consiste ahora en dos cromAtides hermanas 
idénticas). La célula pasa entonces a la fase G2, que termina 
cuando empieza la mitosis con la citocinesis. Durante la primera 

~~r~=~~~a1ini:~~A:ico1~~t~~~i~~º~!:ui~~~~~a~~~i~=e~~~d~~=~~l~:s~i 
microscopio 6ptico. La envoltura nuclear se desintegra, y cada 
cromosoma sufre unos movimientos exactamente orquestados que dan 
lugar a la separaci6n de su par de cromAtides hermanas cuando se 
divide el contenido nuclear. Luego se forman dos nuevas 
envolturas nucleares, y el citoplasma se divide generando dos 
c~lulas hijas, cada una con un s6lo ndcleo cerrando el ciclo. 
En los organismos unicelulares, tales como las bacterias y los 
protozoos, existe una intensa presi6n de selecci6n p~ra que cada 
c~lula individual se desarrolle y replique lo mAs rApidamente 
posible. Por esta raz6n, la velocidad de divisi6n celular suele 
estar limitada tan s6lo por la velocidad a la que los nutrientes 
se pueden absorber del medio y convertirse en materiales 
celulares. En los animales pluricelulares, la situaci6n es 
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_·bastante· distinta. los diferentes tipos celulares han perdido en 
diversos grados, sus capacidades de divisi6n rApida, de modo que 
na· importa la velocidad, lo principal es la supervivencia del 
organismo, no la supervivencia de cualquiera de sus células 
individuales. A consecuencia de ello, las mAs de 10 billones de 
células del cuerpo humano se dividen a diferentes velocidades. 
Algunas células como las neuronas, las fibras de los m~sculos y 
los eritrocitos, no se dividen en absoluto después de-alcanzar la 
madurez. Otras células, como las células epiteliales que revisten 
las su~erficies externas e internas del cuerpo (por e)emplo, del 
intestino, de los pulmones '.( de la piel) se dividen continua y 
rApidamente durante toda la vida del ol:"ganismo. En ocasiones las 
células sufren todo su ciclo con su interfase y divisi6n en tan 
s61o ocho horas. Sin embargo, el comportamiento de los tiempos 
generacionales de la mayor!a de las células animales queda rni\s o 
menos entre las ocho horas y los 100 d!as. 

La principal diferencia entre las células que se dividen 
rApidamcnte l las que se dividen con lentitud reside en el 
periodo de t empo que pasan las células en la fase Gl del ciclo 
celular. Algunos células se dividen muy lentamente, permaneciendo 
en Gl durante dias o incluso años. En cambio, el tiempo necesario 
para que una celula pase desde el inicio de la fase s hasta el 
final de la mitosis es notablemente constante, independientemente 
de la velocidad de divisi6n. 

Se pueden efectuar mediciones mucho mAs detalladas del ciclo 
celular cuando las células estAn desaroll.indose en cultivo, ya 
que su medio resulta entonces fAcil de controlar y de manipular. 
La divisi6n celular en cultivo se puede retardar o incluso 
detener, limitando el aporte de nutrientes esenciales, privando a 
las c~lulas de los factores proteicos esenciales de crecimiento, 
añadiendo concentraciones bajas de inhibidores de la sintesis 
proteica, o permitiendo que las células lleguen a ser demasiado 
numerosas. En cualquiera de estos casos, el ciclo' celular se 
detiene en . la fase Gl. De hecho, diversos experimentos han 
demostrado plenamente que el punto sin retorno conocido como 
punto de restricción (punto R) se produce al final de Gl. Una vez 
sobrepasado este punto, las c~lulas se ven comprometidas a 
terminar con el resto del ciclo a su velocidad normal, 
independientemente de las condiciones externas (7). 

l'l\CTORES DE CRECIMIENTO. 

Las investigaciones realizadas sobre el mecanismo de la 
divisi6n celular, establecen la presencia de factores diversos 
que inciden sobre células blanco, desencadenando un efecto 
estimulatorio o inhibitorio de tal mecanismo. Dentro de la gama 
de factores reportados se citan a factores de crecimiento, 
hormonas, factores de adhesión, receptores celulares, la matriz 
extracelular y un sin numero de eventos que dependen en gran 
parte del tipo celular implicado ( 8) . 

Los factores reguladores del crecimiento, definidos como 
polipéptidos que estimulan o inhiben la proliferaci6n celular en 
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cultivo y también para las cé,lulas in vivo, son generalmente 
glicoproteinas de bajo peso molecular que se encuentran 
-interactuando con la membrana celular, sitio donde son unidos a 
sus receptores. 

Los factores que regulan la proliferaci6n celular, se han 
dividido en dos grupos, los que presentnn una actividad 
reguladora positiva y los que presentan una actividad reguladora 
negativa, no obstante hoy ella, se conoce que algunos de éstos 
tienen una doble funcionalidad sobre el crecimiento dependiendo 
del tejido sobre el cual estén actuando. 

Dada la existencia de una estrecha interrelación entre los 
fibroblastos y las células epiteliales, debido ¡¡ la 
participaci6n directa de estas dos estir~es en la regulaci6n del 
mecanismo de la div.isión celular de si mismas, además de ser los 
epitelios un tipo celulilr implicndo en el cAnccr cérvico uterino 
(CaCu) ; es ele interés particular pura nosotros entender los 
factores que intervienen en el mecanismo regulatorio de la 
divisi6n celular de estas dos catirpt!n. En li1 décadu. de los sos, 
el estudio de factores estimuladores e inhibidores de la división 
celular, presentó gran auge, teniendo como consecuencin que se 
conocieran diversos factores, principalmente aquellos que tienen 
actividad proliferativa. En 1903, Nngao y colaboradores reportan 
un factor inhibidor parn la formaci611 de fibroblastos humanos de 
médula 6sea, producido por c~lulas lcucémicas (9}; en ese mismo 
afio, Lemaire y Dubois encuentran que los leucocitos 
mononucleares de sangre l?eriférica estimulados con concanavalina 
A (Con A} o FitohemaglutJnina (PHI\} producen un factor soluble 
que inhibe la síntesis de DNll y el crecimiento de íibroblastos de 
pulm6n, este factor es referido como Factor Inhibidor del 
crecimiento ele Fibroblastos (FGIF: por sus siglas en ingl~s 
Fibroblast Growth Inhibitory Factor) (10). 

Año con año se fueron acumulando las evidencias, en 1984, el 
estudio sobre este campo fue mAs fructlfero, destacándose el 
traba1o del grupo de Iy~e y Me Hahon quienes encontraron un 
inhibidor de la proliferac16n hepáticn, de naturaleza proteica y 
con un ~eso molecular de 26,000 daltons (d), con un punto 
isoeléctnco de 4. 65, y la propiedad ele inhibir especificamente 
la divisi6n celular y la síntesis de DllA en células epiteliales 
normales de h.tgado de rata, sin presentar efecto sobre cl!?lulas 
transformadas ele h!gado o células ele hcpatomas en cultivo (11). 
Ya en estos trabajos se plantea una inhibición de la 
proliferación regulada de manet"a pará.crina y autócrlnarnente. De 
forma si.mi lar., el trabajo de Mordan y Tobuck, muestra 
evidencins para el control aut.6crino de la proliferación de 
células epiteliales de riñen, BSC-1, apoyando la hip6tesis que 
establece que los l?roductos autócrinos son de efecto opuesto 
sobre la proliferac1on y pueden re;iularla en células epiteliales 
renales (12). Walsh y col., estudiando la misma linea celular, 
encuentran que la proliferaci6n celular y el flujo neto de sodio 
Na+ es inhibido por una proteina de 24,000d secretada por estas 
mismas células, sugiriendo que el control del flujo neto de sodio 
Na+ y la proliferaci6n en celulas epitell«les de riñen podr!a 
estar mediado en parte por una protelna celular secretada de 
manera aut6crina (13). 

La regulación parácrina de la proliferación de c~lulas 
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f.i.brobÚsticas también fue ejercida por monocitos humanos 
incubados con PHA, lipopolisacaridos bacterianos (LPS) o 

' particulas de zimosan opsonizadas con suero. Estos monocitos al 
ser estimulados con PllA sectretan al medio un factor denominado 
Factor de Activación de Fibroblastos-producido por Monocitos 
(FAF-M: por sus siglas en inglés Fibroblast Activating Factor­
Monocyte) con un peso molecular aparente de 38,000d y otro de 
10,oood de menor actividad, ambos libres de IL-1 (14); de igual 
manera se ha encontrado que células monociticas provenientes de 
leucemia monoc!tica tratada con rnezerein son capaces de 
condicionar al medio de cultivo libre de suero con una actividad 
estimuladora de la proliferaci6n de fibroblastos (15). Estos 
ensa~os demuestran que la regulación paré\crina de la 
proliferación de f ibroblastos puede ser regulada tanto de manera 
positiva asl corno negativa. 

Estudios llevados a cabo por liare! y col., en la linea 
celular normal de fibroblastos de ~ulrn6n de rat6n denominada 3TJ, 
presentan corno caracteristica primordial una inhibici6n de la 

l~~l~f~i~~i6~st~0rre~~gi~~~~~ ~~~ ~:ba~~~re~i~~bl~~911unqu~ac~~~ 
proteico de 40,000d denominado Factor Difusible Inhibltorio de 
células Normales (IDFN: del inglés Inhibitory Diffusible Factor 
Normal) (16). Estudios paralelos realizados por llsu y 
colaboradores con esta misma llnen, permitieron ln purificación 
del inhibidor de la proliferación con acci6n autócrina, con un 
peso molecular de 13,000d denominado FGR-s (del inglés: Regulator 
Growth Factor), cuya actividad es inhibida por· anticuerpos 
monoclonales que reconocen especificamente a este factor 
purificado, demostrando que es este polipéptido el que porta la 
actividad inhibitoria de la proliferaci6n para tales células 
(17). Por otro lado, Detsholtz y Westerrnark, muestran que la 
proliferación de fibroblastos de neonato humano inducida por 
Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) y Factor de Crecimiento 
Derivado de plaquetas (PDGF) (por sus siglas en inglés: Epiderrnal 
Growth Factor y Platelet Derived Growth Factor respectivamente) 
en medios libres de suero dependen de la densidad celular y de la 
concentraci6n de calcio Ca++ extracelular (18). 

En el año de 1985, no solamente se encuentra una actividad 
inhibll:or iu Ue la prollferaci6n de fibroblastos y cólulas 
epiteliales en los medios condicionados, tal como se presenta en 
estudios del suero de varias especies rata, ratón i' conejo, etc. 
Por lo que se hace evidente la necesidad de caracterización del 
factor que presenta la actividad inhibidora. El anAlisis del 
suero de rata revela que se trata de un factor proteico libre de 
lipidos con un peso molecular de 220,000d, cuyo efecto es 
observado en células epiteliales de hlgado de rata büfalo (BRL) 
no transformadas, y que las mismas c~lulas transformadas con el 
virus del sarcoma de Rous son insensibles a este inhibidor (19). 

El grupo de llolley reporta un inhibidor producido por las 
células BSC-1, las cuales son células epiteliales de riñ6n de 
mono verde africano. Este inhibidor es secretado al medio de 
cultivo por estas células, el cual presenta un peso molecular de 
24,000d, muy activo con las mismas células pero no con otras, es 
capaz de inhibir la incorporaci6n de tirnidina tritiada en un 50% 
en células CCL64 y células DSC-1, también estimula la formaci6n 
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'._á~·:~:~lonias en .agar blando· de e.nulas AKR-2B, indicando que este 
factor dena°minado inhibidor del crecimiento fIG del in9les: 
inhibitor Growth); estimula o inhibe el crecim ento dependiendo 

·del.tipo de células y las condiciones del crecimiento (20). Este 
·.mismo grupo estableci6 que el IG transforma un estimulo 
·mitogenico en un estimulo h.lpertr6f ico para células tubulares 
·proximales renales, con rclaci6n a la actividad antiporte de 
Na+/H+ (21). 

El anAlisis de algunos factores anteriormente mencionados, 
revele!> que entre ellos se presentaban caracteristicas similares o 
idénticas, concluyendo en ocasiones que se trataba de un s6lo 
factor. Uno de estos casos es el factor denominado TGF-betn, el 
cual anteriormente era referido como factor de inhibición ele la 
diferenciaci6n (DIF: del ingles Diferentiation-inhibiting 
factor) , o inhilndor del crecimiento de c<!>lulas BSC-1 (GI: del 
ingles inhibí tor growth) . lll. estudio sobre este factor fue de 
gran interés, desarrollando trabajos sobre su mecanismo de 
acci6n. Tnl es el trabajo de Shlpley y col., quienes muestran que 
el TGF-B estimula a las células llKR-2B a entrar a la fase S 
después de un prolongado intervalo prerep.licativo (22). 

Sin embargo, la presencin da otros factores con nctividad 
inhibitoria del crecimiento segula siendo constatada asl como las 
nuevas relaciones existentes entro el.los; por ejemplo 
Eckert, Lubbe, Schon y Grosse mostrarón que el 'l'Gl' y un 
inhibidor del crecimiento de cd!lulas op.i.tellales coexisten en 
las glá.ndulas mamarias bovinüs como füctores de crecimiento 
separados (2J). 

En el aiio de 1986, prosigui6 la invest.lgaci6n de factores 
inhibidores, y al TGF-beta se le encontr6 un efecto antag6nico 
con el efecto del Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del 
inglés: fibroblast growth factor) sobre la proliferación de 
células endotcliales de aorta bovina (24); se le asoci6 ül factor 
inhibidor de la proliferación de células epiteliales de traquea 
alteradas con carcin6genos, que es producido por células 
epiteliales de traquea normal en cultivo, secretado al medio de 
manera óptima en la tercera-cuarta scmnna, cuyas propiedades 
bioqulrnicas son similares a las del 'l'GF-beta (25); ademas, se le 
encontr6 junto con el EGF' un efecto opuesto y selectivo sobre la 
producción de protelnas secretadas por luo i..:6lulas 3TJ murinas y 
por fibroblastos humanos (26). 

En este mismo año fueron detectados otros factores 
inhibitorios, tal es el caso del Inhibidor de Crecimiento 
Epidermal (EGI) obtenido de plaquetas humanas, E!!ste es una 
protelna capaz de inhibir la proliferación de células no 
malignas de epitelio derivado de higado de rata bl'lfalo (BRL), el 
EGI, es especifico para células epiteliales, durante su 
purificación, fue separado del •rGF-bcta, que en este caso en 
particular estimula a las células fibroblilsticas de riñ6n de 
rata bl!lfalo (NRK) en agar, en presencia del fnctor de crecimiento 
epidermal (EGF). El EGI purificndo mostró un peso molecular da 
27,000d, esté.\ compuesto de dos subunidades de peso idéntico, su 
actividad resultó estable al calor a 90 grado5 centlgrados por J 
minutos, pero sensible a ditlotreitol; y es capaz de inhibir la 
r .. roliferaclc!>n de tres lineas celulares epiteliales o malignas de 
manera significativa (BRL, MDCK y BSC-1) (27); otro factor fue 
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el grupo de Huang, quienes purificaron a 
·homogeneidad dos protelnas derivadas de cerebFo bovino, 
'denominadas Factor de Crecimiento Derivado de Cerebro (BDGF-A y 
,B, 'del inglés; Brain-Derived Growth !'actor), cuyo peso molecular 
es de 16,000 y 17,000d respectivamente, ambos ~resentando un 
punto isoeléctrico (pI) de 5.7 y con la misma actividad 
mitogénica, actuando sobre células vasculares, células 
endoteliales de aorta, condrocitos, osteoblastos, células 
.e~iteliales, células gliales, fibroblastos y células de m~sculo 
liso (28). Sharma y Gehring, aislar6n un factor de bajo peso 
molecular con actividad inhibidora del crecimiento de 
fibroblastos, obtenida de fibroblastos de embri6n de pollo, cuyas 
propiedades bioqu!micas son: presentar un peso molecular menor de 
2,000d, es resistente a proteasa y acidos y estable al calor 
(29); por otra parte al mismo tiempo el grupo de Lemaire, muestra 
que los macr6fagos alveolares son capaces de secretar un factor 
de crecimiento de fibroblastos (FGF, del inglés: l'ibroblast 
Growth Factor), mientras que los leucocitos mononuclcares de 
sangre periférica estimulados con concanavalina A (CoA) , producen 
un factor inhibitorio de la proliferaci6n de fibroblastos (FGII', 
del inglés: Fibroblast Growth Inhibitor Factor) en ratas a las 
cuales se les ha inyectado 5 mg y 10 mg de asbestos (30). 

Muchos de los primeros hallazgos están basados en estudios 
de rnamiferos inferiores, sin embargo Stein y Atkins 
caracterizar<!>n un inhibidor de la s!ntesis de DNA asociado a 
membrana de células de f ibroblastos diploides humanos senecentes, 
con la caracter!stica bioqulmica de ser sensible a tripsina, al 
calor y al peryodato, sugiriendo que se trata de una 
glicoprotelna (31). 

Para 1907 la investigación de los factores inhibidores, 
consistió en estudios mas profundos de factores ya establecidos, 
como el TGF asl como en el descubrimiento de otros más. Para el 
caso del TGF, en este año se determinó la existencia de dos 
formas TGF-Bl y TGF-B2, con un 70% de similitud en secuencia de 
aminoácidos y can un potencial de inhibici6n idt'!nticos al ser 
ensayados en células e~iteliales. Sin embar<¡JO el TGF-Bl, presenta 
una gran actividad rnhibidora de la pro11feraci6n de células 
progenitoras hernutopoif!!.ticas, mientras que la actividad del TGF­
Bi en estas c~lula::; no es muy signi[icativa (32}; en otro 
estudio, se le asocio al TGF-Alfa en c~lulas transformadas con 
los virus Ad2- y SV40, que inducen ln secreción de un factor 
similar al TGF-Alfa, capaz de inhibir la uni6n del EGF a sus 
receptores. En este mismo trabajo también se muestra que las 
células transformadas con el virus SV40 pero no las transformadas 
con el virus Ad2, secretan un poderoso inhibidor mitog1!mico (MI), 
el que actt!i.a sobre células transformadas y no transformadas de 
manera citostatica, con un peso molecular de 24,000d y difiere 
del TGF-B en que es labil al calor y tjene una especificidad 
blanco diferente para su i1Ctividad antimitogl!!nica, además inhibe 
la incorporaci6n de timidina en linfocitos de bazo estimulados 
con CoA (33). 

El EGI previamente citado ( 27), por el mismo grupo de 
investigadores, propone que los inhibidores podrian ser la causa 
mas predominante para la adquisici6n de malignidad, se encontr6 
que las células BRL presentan un 50% de inl1Íbici6n en su 
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proliferaci6n. cuando son expuestns a 2opg/rnl del EGI, pero no 
inhiben · .. la proliferaci6n de estas mismas células cuando son 

·.transformadas con el virus RSV (34). 
El factor difusible inhibito1:io (JDF) producido por la l!nea 

celular 3T3, encontrado por llarel (16), decrece la s!ntesis de 
DNA en fibroblastos de ernbri6n de pollo as! corno su 
1¡>roliferaci6n; sin embargo, cuando estos fibroblastos son 
infectados por el virus Ny6B (un rnutnnte del RSV), el IDF no 
inhibe su 1¡>roliferaci6n, sugiriendo que la oxpresi6n del encogen 
en estos fibroblastos, induce a una disrninuci6n o pérdida en su 
sensibilidad al IDF, lo que podrla eKJ¡>licar el porque las células 
transformadas escapan al factor inhibitorio, apoyando la 
hip6tesis de que los factores inhibiclores poclrlan ser la causa 
más predominante de malignidad al no presentar su efecto sobre 
las células transformadas (34, 35). 

Las investignciones en ente afio, también citaron el 
descubrimiento de nuevos factores, Huggett y col., caracterizan 
un factor inhibidor d<:> la prolifm:aci6n hepatica, obtenido ele 
higaclo de rata adulta, con una actividad illhibitoria 1000 veces 
mayor que los previamente reportados, el facl:or presenta un rango 
de peso molecular de 17-19,000d y no es afectado al adicionar 
anticuerpos contra TGl'-B (36); Mashirna y col., por su parte 
presentaron un trabajo de particular interi!!s, aislaron un factor 
del suero de conejo con actividad inhibidora de la proliferaci6n; 
lo interesante de este factor es que presenta un efecto anti­
rnaligno sobre células BRL transformadas por el virus RSV y no 
tiene efecto sobre células DRL no transformadas, dentro de sus 
propiedades tiene la curnctcristica de no prtsar a través de una 
membrana de lOK, sensible a tripsina y ditiotreitol ':( fue 
separado en dos especies con pl de 7.5 y 9.5 (37). La relación de 
estos factores con los virus, presentó un campo nuevo en el 
estudio de la malignicencia celular, y nn s6lo se asoció la 
insensibilidad ad9uirida por Jas cl!!lulas normales al ser 
infectadas por un virus oncogt!!njco, sino que tarnbié:n estos virus 
son cal?aces de codificar proteinas con actividnd inhibidora de 
la actividad ele factores de crecimiento, "t que esta. inhibici6n 
ocurre en parte por la inhibición competitiva de la interacci6n 
del receptor par~ el fnctor de crecimiento, como lo establece el 
trabajo de Strayer y I,eibowitz (38). Por otro lado, el 
aislamiento de factores inhibidores comienza a ser comparu.do a 
travt!!s de anticuerpos policlonales y monoclonales, estableciendo 
similitudes estructurales y funcionales, como es el caso de el 
factor inhibitorio derivado de glAndulas mamarias de bovino 
lactante (MDGI, del inglés: inhibitor growth derived rnamrnnry ), 
aislado por Bohrncr et. al., el cual present6 similitudes 
estructurales '.( funcionales con el factor inhibidor del 
crecimiento U.e f1.broblastos (FGI), originando la posibilidad de 
que estos inhibidorcs puedan iuntos definir una nueva familia de 
moli!!culas reguladorus del crecimiento (39); el grupo de Feltham, 
reporta un factor que inhibe la proliferacibn de fibroblastos, 
derivado de éstos mismos (FDGI, del im;¡lés: inhibithor growth 
derived fibroblast), cuyas caracterlsticas son: ser secretado 
1.!micamente cuando los [ ibrobl as tos son estimulados con ácido 
poliriboinosinico: ~cido poliribocitidllico, tiene un peso 
molecular de 12, oood, e inhi.be la proliferación de células 
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:Úb'~'b.blAsticas diploides humanas en cultivo, células derivadas .de 
·tumores y células L derivadas de rat6n (40). un factor que en 

· principio fue conocido por su capacidad para hacer que las 
'células resistan a un crecimiento viral, denominado interfer6n 

(INF) (41), considerado como una parte importante en el sistema 
de defensa de los vertebrados, ahora se le conocen otras 
funciones aparte de la acci6n antiviral, juega un papel 

·risiol6gico en la regulaci6n de la respuesta inmune por su 
interacción con células del mismo sistema as! corno con sus 
células blanco, también funciona como factor diferenciador y como 
inhibidor del crecimiento celular, modulando la expresi6n de 
genes en células diferenciadas y como participe en la regulación 
aut6crina de la proliferaci6n celular (42), este factor inhibe 
la slntesis de protelnas y la proliferaci6n de la linea 
fibrobl~stica JTJ de rat6n Suizo (4J). 

Los estudios desarrollados anteriormente, muestran la 
capacidad que ~resentan las células para regular su divisi6n, sin 
embar~o, la 1nformaci6n obtenida hasta ese momento no fue 
suficiente para entender de una manera clarn el mecanismo que 
regula la proliferación de estas estirpes celulares, por lo que 
se hizo necesario desarrollar trabajos can un mayor grado de 
informaci6n. Para 1908, se revela información mAs detallada, 
acerca de las nuevas funciones para factores establecidos o la 
descripción de unos nuevos comparados con los ya descritos 
ejemplo, se muestra que el TGF-B es capaz de re9ular la 
tranE.cripción de los RNl\s mensajeros para el inhib1dor del 
activador del plasmin6geno tipo-1, fibronectina y ~rocolagena 
tipo-1, sugiriendo que el TGF-B puede funcionar también corno un 
regulador de actividad proteolltica extracelular (44); también se 
demostró 9uc este factor es un inh:i.birlor potencial de ln 
proliferación con acción autócrina en llncas celulares de cAncer 
de mama humana con receptores negativos a estrógenos, sin afectar 
la proliferación de las lineas celulares con receptor positivo a 
estr6genos, presentando la ~osibilidad de que este ~olip<!!~tido 
puede funcionar como un inhibidor autócrino de la proliferación o 
como un factor de crecimiento de acción parAcrina para células 
tumorales estromales (45), y como un potente inhibidor de la 
proliferaci6n para algunos gliomas (60 % de inhibici6n), siendo 
menos sensibles los glioblastomas que los astrocitomas y los 
oligodendrogliomas, postulando la leorla cle regul;1ci6n de ln 
proliferación aut6crina negativa para celulas tumoralCs, la cual 
establece 9ue una producción reducido o unu. producción deficiente 
del inhib1dor la proliferación normalmente encontrado en la 
célula, puede explicar la naturaleza aut6noma de algunas células 
tumorales ( 4 6) . 

Por otro lado, se establece la interacción de la IL-1 y el 
EGF, mostrando un efecto aditivo, al potenciar la respuesta 
proliferativa cuando son aplicados de manera conjunta a 
fibroblastos Oalb/3T3 (47). Sin embargo, la capacidad del sistema 
inmune para poder atacar a c~lulas tumorales no se basa en una 
sóla molécula, ni en un sólo tipo celular. Es sabido que los 
linfocitos son las células que han mostrado un mayor potencial 
para destruir los tumores que en cornparaci6n con otros ti~os 
celulares, y que su ataque es llevado a cabo por la participación 
coordinada y regulada de subpoblaciones de linfocitos, cuyo 
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ataque es directo por contacto membrnna-membrana, o por la 
secreción de moléculas con actividad citotóxica.· otro tipo 
celular del sistema inmune que también tiene la capacidad ele 
ejercer una actividad citot6xica sobre células tumorales es el 
linaje rnonocito/rnacrófago, los c:uales son capaces de secretar 
moléculas con actividad citotóxic:a corno es el caso del factor ele 
necrosis tumoral (TNF, del inglés: Tumor Necrosis Factor), sin 
embargo, también se ha demostrado que las cl!!lulus tumorales son 
capaces de responder de una manera diferente a este factor, 
siendo sensitivas unas mAs que otras, fen6meno que al!!n no queda 
claro. Spriggs y colaboradores, muestran que 14 lineas 
epiteliales tumorales, cuya mayorla prcscntn los receptores 
suficientes para TUF, presentan además resistencia a el efecto 
inhibitorio de este factor, sugiriendo que la res.istencia no es 
ocasionada por la falta ele receptores para 1'NF en la superficie 
celular (46). 

El aislamiento de inhibidores no ha sido especifico de un 
tipo celular, sino que al parecer, estan involucrados diferentes 
tipos celulares, como ejemplo citaremos el inhibidor obtenido de 
el medio condicionado de ct!!lulas de leuct!!mia mielomonocltica 
aguda, cultivadas con 12-0-tetradecanoil forbol acetato ('rPA, del 
ingl~s: tetrauecanyl phorbol acetate), el cual presenta un peso 
molecular de 70,000d con actividad inhibidora de fibroblastos, 
pero no de monocitos, con un efecto reversible, además estimula 
la formaciOn de colonias de macrOfagos y grc1nuloci tos, y estimula 
la diferenciaciOn de c~lulas leuc~micas hacia rnacr6fagos (49). La 
producci6n de los factores inhibidores no sólo estd. relncionado a 
las células normales , algurms ct.!!.lulas r.iLlli9nas son capaces 
también de secretar algL\11 inhibidor de la proli.fernci6n, tal es 
el caso del inhibí dar <le la prol iferacl6n de et!? lulas 
transformadas ('fGIF, del ingli!>s: trnnsformed cell 9rowth­
inhibiting factor), el cual inhibe .la formación de colonias en 
agar de cd!lulas provenientes de una llnen derivnda ele carcinoma 
de mama, la secreción al medio de cultivo presenta dos picos 
con dicha actividéld, cuyo peso molecular fue de 110, 000 y 
55,000cl, (50). 

La b\!tsqucda de factores inhibidores o prolifcradorcs, de 
caracterlsticas pnrticulnres presenta una gran problemAtica, 
escasean los factores que sólo afecten a células tumorales, pocos 
trabajos como el de Shirazuna ":( colal..loLfü.lorcs, describen 
factores que inhiban la proliferación de celt1las epitelilales y 
a la vez promuevun la diferenciación cuando son aplicados en 
células provenientes de un carcinoma. Shirazuna menciona que el 
factor es secrotnclo por fibroblastos normales provenientes de la 
J lnea no maligna WI-JB y no presenta efecto sobre sl misma (51). 
Algo relevante para este afio, es la aportación de evidencias 
sobre la malignidad celular, la.s cuales apuntan a una malignidad 
causada por la alteración de las vias de transducción de la señal 
de aJgunos receptores para rool~culas reguladoras de la 
proliferaci6n celular (52). 

Para 1909, la investigación sobre factores reguladores de la 
proliferación seria un poco rn~s profunda, y desde luego, la 
aportaci6n de nueva información sobre los factores ya conocidos 
es lo mi\s relevante de este año. Por ejemplo, Nada 'i[ Vogel 
roostrarón que el FGF bAsico puede incrementar la expresi.6n del 



gen que codifica al factor de crecimiento transformante tipo 
beta en células similores a osteoblastos, cuando éstas son 
estimuladas con este factor (53); por otro lado, Sharma y Oahiya, 
determinan que la sefial mitogénica del FGF bAsico no es iniciada 
por la vla de !Üdrólisis de fosfoinosltidos en células 
epiteliales PC12, sugiriendo ademAs, que la señalización mediada 
por el receptor para FGF bAsico no estA dada por la vla de 
activación de la fosfolipasa e y 9ue la respuesta mitogénica 
temprana, asl como la slntes1s de DNA, son iniciadas 
independientemente de los llpidos de inositol y de la activación 
de la protelna cinasa e (54). En contraposición, Presta y 
colaboradores, al trabajar con células FBAE AG 7680 normales y 
transformadas qulrnicamente, FBAE GM 7373, encontrar6n que las 
células transformadas mostraron un nivel basal alto de actividad 
protelna cinasa e (PKC: del in9lés Protein Kinasa C) , actividad 
cinasa activada por el FGF Msico, la cual estA involucrada en 
la mediación de ln actividad mitogénica del FGF bAsico, 
comprobado por el uso de un inhibidor de la PKC, para abolir la 
actividad mitog&nica del FGF bAsico, tanto en normales, como en 
las células transformadas (55). 

Los trabajos sobre el TGF-B, muestran que algunas células 
tumorales derivadas de epitelio traqueal de rata son 
relativamente resistentes a la inhibición de la proliferación 
ejercida ~or el TGF-B-1 (56). El efecto del TGF-B sobre la 
proliferación de células e~iteliales intestinales y del hlgado es 
también marcadamente inhibitorio, desempeñando un papel regulador 
de la proliferación para este tipo celular en ambos órganos (57). 

Plouct y Gospodurowicz, buscando la interacci6n existente 
entre el TGF-B-1 y FGFb encontraron que el TGF-B-1 modula 
positivamente la bioactividad del FGFb en células endoteliales de 
cornea, sugiriendo que el TGF-B-1 podrla actuar a través de la 
regulación de la slntesis del FGFb en celulas endoteliales de 
cornea bovina (58). En otro dato McPherson y colaboradores , 
muestran que el inhibidor de la ~roliferación encontrado en las 
células BSC-1 del mono verde africano es similar al TGF-B-1 y 2 
(59). En cuanto a informaci6n sobre el mecanismo de señalizaci6n 
molecular que presenta este factor, el grupo de Hioh y Chcn, 
establecen que este es capaz de inhibir la actividad de adenilato 
ciclasa en c~lulas endoteliales. 

En este año, por ejem~lo, se determina la actividad 
inhibitoria de la proliferación ejercida por el INF-9eta, 
especlficamente contra lineas celul~res obtenidas de carcinoma 
colorectal (60); 9ue el factor difusible inhibitorio es mostrado 
a tener una actividad bifuncional ya que actña como un inhibidor 
de crecimiento celular y como un factor de crecimiento similar a 
insulina (61); que el factor inhibitorio derivado de hl9ado de 
rata presenta una acci6n de modulaci6n positiva y negativa del 
crecimiento en diferentes sistemas celulares, efecto ejercido de 
manera diferente al 'rGF-Bl y el TllF-A en algunos tipos celulares 
(62); ademAs el grupo de Lchmann, continuando con el estudio del 
MDGI, determinan que este factor proteico presenta un peso 
molecular de 14,500d 't que su actividad inhibitoria no esti\ 
exclusivamente restringida a las c~lulas epiteliales del tumor 
acitico de Ehrlich (63), asl como tambien, que el MDGI esti\ 
relacionado con un antlgeno de 70,000d encontrado en el nócleo de 
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. células epiteliales mamarias bovina, sugiriendo que el HDGI y el 
·antigeno localizado en núcleo, podrlan estar regulando la 
expresi6n génica para este fnctor, teniendo un papel regulador de 
la ·proliferaci6n celular que actlla a nivel génico (64). 

El descubrimiento de nuevas propiedades en moléculas 
conocidas, fue un trabajo que present6 interés entre los 
investigadores, ejemplo de ello fue la demostraci6n de que la 
interleucina-6, presentn la capacidad de funcionar como ~n 
polipéptido regulador del crecimiento para células del hlgado in 
vivo (65); que un inhibidor de fibroblastos y células 
epiteliales que actúa a través del bloqueo del efecto del EGF y 
PDGF, dicho inhibldor acciona a travl!!s de la inhibición selectiva 
del proceso dependiente de la tirosinn cinnsa, sin afectar 
respuestas similares obtenidas para hormonas, las cuales no son 
dependientes de la activaci6n de la tirosina cinasa (66); también 
se encontr6 que las células epiteliales confluentes de traquea de 
rata normal producen un inhibidor que afecta el surgimiento de 
sitios de proliferaci6n epitelial de forma negativa, mostrando 
que las células epiteliales pueden quizás en su generalidad, y 
sin importar el 6rgano del cual se obtuvlerón, ser capaces de 
producir un inhibidor de la prolif eraci6n como parte de su 
mecanismo normal regulador de la división celular (67); asl mismo 
fue encontrado un inhibidor presente en el extracto intestinal de 
rat6n, que inhibe la proliferación de células epiteliales de 
colon, deja entrever que tales inhibidores presentan· una acción 
parácrina (68); por ~ltimo, se encontró en este mismo año que el 
leucotrieno D4 estimula la prolifernci6n de célulns epiteliales 
glomerulares, respuesta que es mediada por un intercambio de Na+­
H+ y de la protelna cinasa e (69), 

Para 1990 y 1991, la aportaci6n de nueva informaci6n abord6 
estudios bioqulmicos y moleculares, los estudios se dirigieron a 
caracterizar de manera más completa los factores de crecimiento 
conocidos, estableciendo no s6lo su peso molecular, se 
caracterizar6n en algunos de ellos hasta su secuencia c;¡f!mica y la 
via de transducci6n de la señal que si9uen. Por eJemplo, se 
encontr6 que el RNAm para el TGF-Bl se 111crementa en el higado 
durante la careinog1!mcsis, y que en el c::;tado temprano del 
proceso, las c&lttlas ovales pero 110 los l1epatocitos, contienen el 
RNAm del fuctor ele crecimiento. Sin embargo, c1!!lulas ovales no 
malignas e inmortalizadas (linea celular LE/G) continuaron 
produciendo los niveles de IUIAm del factor en cultivo; el 
mensajero del TGF-Ul mnrcudamente decreció sobre la 
transformnci6n celular, pero los niveles del mensajero, u.unque 
generalmente bajos, fueron diferentes en varios cl~ines ele células 
tumorales. Unu caracteristicu consistente con las llneas malignas 
fue unu disminución o p&rdidn de la sensitividad al efecto del 
factor. Adem.\s las células tumorales en este caso podlan ligur el 
TGF-Bl con capacidad similar a las normales, teniendo el mismo 
tipo de receptores (peso molecular: 200, 85 y 65,000d), 
su9iriendo que ln p<!>rdidn de la sensitividnd al TGF-Bl en células 
epiteliales de hlgado tranformado involucra un mecanismo 
postreceptor. Algunos estudios en células epiteliales de higado 
muestran que c-myc no es blanco para el '.rGF-B1, lo cual es 
consistente con la h.ip6tesis de que el TGF-Dl secretado durante 
la carcinog1!!llesis en células tle hiqndo, puede inhibir la 
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proliferaci6n ~de c6lulas normales, proporcionando una ventaja 
selectiva para el crecimiento de c6lulas que son parcialmente 
transformadas y no responsivas al factor (70). Tarnbi6n se 
encontr6 para este factor que su actividad inhibitoria es 
ejercida en la fase Gl del ciclo celular de c6lulas epiteliales, 
deteni6ndolas en esta fase, relacionada a la fosforilaci6n de una 
prote!na cinasa (71); se le asocia corno un regulador del 
activador de plasminó9eno en c6lulas epiteliales normales y 
neoplAsicas (72); inhibe el efecto del PDGF a trav6s de un 
bloqueo en la generaci6n de segundos mensajeros (IP3) en c6lulas 
de osteosarcorna humano (73); es producido por diferentes tipos 
celulares, entre los que se encuentran los fibroblastos y 
macr6fagos de pulm6n (74), células epiteliales normales mamarias 
de rata (75), linfocitos, miocitos, condrocitos, células 
leuc~micns, endoteliales etc. 

Al TGF-alfa se le adjudic6 un papel diferenciador en dos 
lineas celulares de carcinoma de colon (76); se le asoci6 con la 
carcinogc!!nesis de piel y con la proliferación de epitelio 
inmortalizado de traquea de rata (77). 

El FGF-bAsico, se demostró estar almacenado como un 
componente de la matriz extracelular requerido para soportar la 
proliferaci6n y diferenciación celular, se encontr6 que el FGF­
b~sico se encuentra ligado a heparinsulfato en la matriz 
extracelular y es liberado en una forma activa cuando el 
heparinsulfato-matriz extracelular es degradado por una enzima 
(heparinasa) , sugiriendo gue este fenómeno es un nuevo mecanismo 
de regulaci6n de la proliferación (78); dos receptores para 
miembros de la familia de este factor se encontraron 
amplificados en subpoblaciones de c~lulas derivadas de cAncer de 
mama (79); en conjunto con la interleucina-1 beta (IL-1 beta), 
este factor es capaz de activar a f ibroblastos dermales humanos 
(80), tambi6n mostró estar relacionado con la transformación 
celular {81), y con la producción de la mielopoiesis en cultivos 
de ml!!dula 6sea humana cultivada (82), as! como ser un factor 
rnultifuncional para celulas neuroectodérmicas (83). 

Los estudios realizados sobre el INF-alfa establecieron que 
inhibe la proliferación de la llnea epitelial obtenida de un 
carcinoma de prostata humana PC-J, cuyo efecto es dosis 
dependiente y parcialmente mediado por el incremento en los 
niveles celulares de AMP clclico (84). En lo correspondiente al 
INF-gama, se demostr6 que este es capaz de incrementar la 
expresi6n del gen que codifica al receptor pura el EGF, en una 
linea celular derivada de un carcinoma de mama humano (05). 

El estudio de los factores anteriormente descritos, atrajo 
la atención de la mayorla de los investigadores que trabajan 
sobre esta Area, este inter~s fue la base para decubrir factores 
nuevos as! como para ampliar los conocimientos sobre factores ya 
conocidos. Para el EGF, se mostró que existe una relaci6n 
estrecha de la expresi6n de receptores y la respuesta a este 
mismo en c~lulas de epitelio ovArico normal y en células 
epiteliales tumorales de ovario (8G); se descubrió que la IL-1 es 
un regulador aut6crino del crecimiento de células endoteliales 
humanas, que presenta un efecto antiproliferativo sobre una linea 
celular (HIH:OVCAR-3), derivada de un carcinoma ovArico humano y 
se prob6 que en diversos tipos celulares tuvo una acci6n 
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.mitogénica y antimitogénica asociada con la inducci6n de la 
expresi6n del gen gr.o (87,88). Se estudi6 una protelna con efecto 
"similar al factor do crecimiento nervioso (!IGF) , la cual modula 
la interacci6n parAcrina entre una linea celular epitelial 
neoplAsica y las ci!!lulas estromales de prostata humana (89); el 
fenotipo transformado se determin6 estar asociado con la 
expresi6n de receptores para insulina en fibroblastos y células 
de ovario (90); se comprob6 9ue los estr6genos inducen la 
proliferaci6n y diferenciac16n de ci!!lulas epiteliales 
endometriales (91). En este mismo año se realizar6n estudios 
sobre factores inhibidores no muy conocidos, como fue el estudio 
hecho por el grupo de Douzinns y colaboradores quienes al?ortan 
sus conocimientos sobre el efecto de un inhibidor de epitelio de 
intestino del9ado humano, el cual actóa sobre el epitelio de la 
mucosa intest1nnl. Ese factor a demostrado ser no citot6x:ico y 
especifico para el tracto digestivo y muy particularmente para el 
intestino delgado, con una ucci6n reversible y dc~cndiente de la 
dosis; en la purif icaci6n de este factor obtenido del medio 
condicionado de estas cl!.>lulns se encontr6 una protelna de bajo 
peso molecular de aproximadamente 15,000d. el cual fue denominado 
PII (por sus siglas en inglés Purified Intestinal Inhibitor) ; se 
demostr6 tambii!?n, que ln acción de este factor provoca un alto de 
las ci!!lulas en la fase Gl del ciclo celular. Estos datos apoyan 
la hip6tesis que establece qua la regulaci6n de la proliferaci6n 
celular es mediada por inhihidores endógenos a nivel epitelial 
(92). Por otra parte, en este mismo aiío al grupo de Shoj i y 
colaboradores establece que los f ibroblastos de pulm6n producen 
un factor con actividad estimulatoria del crecimiento sobre 
c~lulas epitelialc!'> bronquiales, el cual es sensible n protaasas 
y estable en ácido, sigirlendo que es de nat11ralezn proteica, al 
ser cromatografiado present6 una peso molecular de 6,000d (93). 

La relación de otros factores con la transformnci6n 
malignicente, fue registradn, y asociada a diferentes fuentes o 
causas. Se asoció a oncogcnes tales como el K-fgf\hst, e-Ha-ras, 
v-raf y v-mos (94,95,96); a virus, como son los papilomavirus 
(97); el virus SV40 de mono (98); a andr6genos (99), etc. 

Los trabajos sobre factores de crecimiento fueron 
disminuyendo conforme se caracterizaban éstos, los factores que 
surglnn como nuevos, al ser debidamente estudiados, presentaban 
caracter lsticns muy s imilarcs con los ya caracterizados, 
estableciendo una homogeneiducl entre ellos, lo cunl sugirió que 
los factores podrlan ser agrupados en f;imilias dependiendo de sus 
propiedades funcionales, bioqulmicas y moleculares, aunque esto 
no quiere decir que todos estuvieron dentro de estas familias, 
algunos no pudicr6n ser clasificados por sus caracteristicas 
especificas, por ser particulares de algt'l.n 6rguno en especifico, 
o porque su peso moleculn.r varln a pesn.r de ser secretado por el 
mismo tipo ce] u lar, sugir i.endo que son facto re~ similares 
funcionalmente pero de estructura dirercntc. 

En 1992, el cstudjo sobre factores de crecimiento se basa en 
los trabajos lJjoqulmicos y moleculares de los factores ya 
estnblecidos. Los estrnlios son enfocados a determinar la 
estructurn primaria del factor, el gen que lo codifica, sus 
propiedades funcionales, bioqulmicas y la relaci6n que pueda 
existir con otras moléculas. 
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' . EtÍ este sentido el grul?o de Shayman, report6 que el 
·crecimiento .de células epiteliales renales os modulado por una 
-glucos~lceramida, existiendo una asociaci6n con una prote!na 
cinasa c, esfingosinas y diacil9licerol (100); Weiss y 
Nuccitelli, revelan que la inhibic16n de la fosforilaci6n de 
tirosina, previene el efecto rnitogénico inducido ~or la trombina, 
sin provocar un aumento en los niveles de calcio intracelular 
libre en células vasculares de m~sculo liso (101); por otro lado, 
se reporta que la señal de transducci6n para el FGF-b pero no 
para el TGFalfa-1, involucra al metabolismo del Acido 
araquid6nico en c6lulas endoteliales {102), sin embargo, el grupo 
de Presta reporta que el FGF-b requiere de una activación 
prolongada de la proteina cinasa c para inducir la proliferaci6n 
celular en c6lulas endoteliales a6rticas transformadas de bovino 
fetal (103); mientras tanto en este mismo año, se encontró que la 
IL-1 es caJ¡>aZ de modular la señal extracelular regulada por 
protelnas c1nasas asociadas a microt~bulos, a través de la 
alteración en los niveles de fosforilación de 6stas (104). 

La caracterizaci6n molecular y bioquimlca de estos factores 
en los posteriores estudios, se empieza a realizar de una manera 
mt\s comparativa entre los factores más conocidos Hannocks y 
colaboradores describen la existencia de una regulaci6n 
proteolitica para el FGF-b, IL-1 y 'rGF-a en células estromales de 
médula 6sea humana (105). 

Un estudio realizado por Besner y Klagsbrun, en 1991, se 
analiz6 un factor obtenido del medio condicionado de macr6fagos 
el cual presentó actividad inhibidora de la proliferación de 
c6lulas endoteliales, denominado MD-ECI del ingles: macrophage­
derived endothelial cell inhibitor, el cual es distinto del TGF-a 
y el TNF. Este inhibidor detiene la proliferación ·de células 
endoteliales basales incluso de células endoteliales previamente 
estimuladas con el FGF, siendo su efecto dosis dependiente, no 
tóxico y de acci6n reversible (106). 

DE LA INFORMACION AN1ºERIOR, SE ELABORO LA SIGUIENTE TABLA DE 
FACTORES ESTIMULADORES E INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO DE CELULAS 
EPITELIALES Y FiílROBLASTTCAS MAS IMPORTANTES, REPORTADOS ENTRE 
1983 y 1992. 

FACTOR 

Factor inhibidor pa­
ra la formaci6n de -
fibroblastos de m~-­
dula ósea humana 

Factor inhibidor del 
crecimiento de fibro­
blastos (l'GIF) • 

Inhibidor de la J¡>ro­
lif eraci6n hepi\t1ca 

ACTIVIDAD 

inhibidora de 
fibroblastos 

inhibidora·de 
·fibroblastcis · 
'>j) ';r--. 

·•. :i:~lí.ibi.dbra' de. 
··epitelio 

,-_.." 
18'. 

PESO MOLECULAR 
en daltons (d). 

26,000 



Factor.de activaci6n. 
de fibroblast.os• i¡>ro-: 
1~~~~~j :or monocl.t<!s 

Factor difusible 1¡:¡.:: 
hibitorio de células 
normales· (IDFN). · · 

Factor;~g~l~d~~ ci~i··.··· 
crecimiento ::(FGR-s) 

·'';:/-'. ··' 

-,-·.-· - '..o,-:-,· . ;.--.~ . 

Factor d~ cr~cim1e~- ' 
to epicterrnaroo-cEc;Fr ··· 

Fact~r d;,; ~~~ci~ien- · 
to· deriyado .:• de'·Pl.a:-.·. ·• 
que tas (PDGF) ~ :~· •. · 

Factor inhibidéir 
la proliferaci6n 
sente en .'suero 
rata. 

Inhibidor del 
miento (IG) · 

Inhlbidor del ·creci­
miento de células e­
pitélialés mamarias. 

Factor de crecimien­
to de fibroblastos 

(FGF) 

Inhibidor del creci­
miento epiderma 1 

(EGI) 

Factor de crecimien­
to derivado del cere­
bro (BDGF-A y B) 

estimula la -
prol.lferaci6n 
de fibroblas­
tos 

inhibe la pro­
liferaci6n de 
fibroblastos 

inhibe la pro­
lif eraci6n de 
fibroblastos 

estimula la -
proliferaci6n 
de f ibroblas­
·tos y epitelios 

estimula la -
proliferac16n 
de f ibroblas­
tos y epitelios 

inhibe la pro­
liferaci6n de 
células epi.:. 
tellales · 

iiihibe la pro-
l if eraci6n de 
células ·epi­
teliales 

inhibe la pro­
li feraci6n de 
epitelio de mama 

estimula la -
proliferaci6n 
de epitelio y 
fibroblastos 

inhibe la proli­
feraci6n de epi­
telio 

estimula la -
proliferaci6n 
de epitelios 
y fibroblastos 
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Factor ~on acti>'.ld~~ ·'.;' • • ;1nhi!:>e · 1a pro-
inhibidora del :creci.:.;:· "'·'<liferaci6n ·de .. -
miento de-'fibroblas- ·· · fibroblastos·· 

, tos.~·-. - ··. ·. - _._, ,._ -··1<<· . ., - , :. ·· ,., ·:~-· · · ·· ·· 

Inhl2idb~·dl1'.fü:sln; ··;< ·i~fa~~··•la::si~~· 
tesis:•de.-:llDN ,·asocia'-'- 'é'.> •.•/ ·tesis:· de llDNc•:. -
.do. a.:_membrana. ¡•·. · eri/fibroblasi:os · 

i7 :-;.~":c L~S:_:.:;-~):S_:,;_ '~~i.~~~;.;~~-------

Fact~r inhi~id~r ~{ :'. 
·-~~tl~~life.r~ci~ll.,h~:' __ 

Factor de suero diL 
conejo con actividad 
inhibidora. 

Factor inhibidor de-­
rivado de glAndulas 
mamarias de bovino 
lactante (MDGI) 

Inhibidor del creci­
miento derivado de 
fibroblastos (FDGI) 

Interfer6n (INF) 

Inhibidor derivado de 
células de leucemia 
mielomonocitica aguda. 

Inhibidor del creci­
miento de células -
transformadas (TGIF) 

Interleucina-6 

Interleucina-1 

;i.tñh.ik>e. ú:l?r~:-
:· <: .liferaci6n ·de·: 
· -·-epitelios .. .:'. .. :_ 

inllibci 1~. pro- . 
liferaci6n de: 
epi1;elfo"mamado _ 

inhibe la . pro­
lif eraci6n de 
Hbroblastos 

inhibe la pro­
lif eraci6n de 
epitelios y -
fibroblastos 

inhibe la pro­
liferaci6n de 
fibroblastos 

inhibe la pro­
lif eraci6n de 
células de -
carcinoma de mama 

estimula la -
proliferaci6n 
de epitelios 

inhibe la pro­
liferaci6n de 
epitelio deri­
vado de un -­
carcinoma ovA­
rico humano 
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-.---: 

r\--:--,c· 

· .. -. 
;· .. _ -. ':) 

inliibe ln.pro­
·ureraci6n de' 
epitelio de la 
mucosa intestina 1. 

estlmula la -
prolifernci6n 
y diferencia­
ci6n de epi­
telio endome­
trial 

BIOl.OGIA DEL CAllCEH. 

15' 000 

Normalmente la tasa de cllvisi6n celular en los tejidos est<l. 
·controlada por mecanismos que permiten a las cl!!lulns dividirse 
~nicam-ante, si se necesjtan nuevas células. Por ejer.tplo, las 
células quiescentes del higado son estimuladas para dividirse 
r<l.pidamente después de haberse extirpado parte del higado, y 
dejan de dividirse tan pronto como la masa normal del higado se 
ha restaurado. El mismo tipo de divisi6n celular limitada, se ve 
en la piel, cuanrlo ésta ha sufrido algl!Jn daño. Sin tal mecanismo 
de control por retroalimentaci6n de la divisj6n celular, la forma 
y consecuentemente la funci6n ele un animal multicelular serla 
destruida rApidnmente, ya sen por una divisi6n celular excesiva 
(corno ocurre en el cáncer) o por unn falln en el raemJ?lnzo de las 
células muertas en los tejidos que normalmente experimentan esa 
pérdida continua de células (como el tejido epitelial). 
Mecanismos similares también son importantes para el desarrollo 
ordenado de e"> lulas y tejidos durante la cmbriog<!mcsi s ( 107) . 

La neoplasin es un trastorno de la reproducci6n celular, 
que conduce a la multiplicaci6n sin limite a determinados grupos 
celulares, grupos que escapan u los controles normales del 
organismo ':( qlw est~ rcl.1cion.:idu con algt!m fnctor . P~timulador 
del crecimiento. Las rteoplnsias pueden ser el comienzo de lo 
que se conoce como cáncer (108). Las cl!!lulas cancerosas son 
diferentes de las del resto del cuerpo, éstas tienen una división 
excesiva, fallnn en el proceso de diferenciación y no responden a 
la actividad de hormonas y compuestos qu!micos que circulan 
normalmente en el cuerpo, las células cilncer-osas pueden perder 
el contacto con sus vecinos, para independizarse de la matriz 
extracelular y vinjar a travf!!s de la sangre o fluidos 1 infoides y 
de esta manern alojarse y proliferar en otros lugares 
{metAstasls) (loq). 

Es claro que las celulns cancerosas esti\n menos sujetas a la 
mayorln de los mecanismos de retroalimentaci6n que controlan la 
división celular, tanta in v.ivo como in vitro. Por ejemplo, las 
células canc~rosas en cultivo continuai?AnaIVidiéndose más alln 
del punto en el que las células normales detienen su divisi6n, 
proliferando y apil<l.ndose una sobre otra ( 110). l\demAs las 
c~lulas cancerosas requieren menos cantidad de factores de 
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crecimiento que las células normales para poder sobrevivir y 
dividirse en cultivo (en al9unos casos puede ser porque producen 
sus propios factores de crecimiento) (111). 

Las células del cAncer muestran un ncrmero de propiedades que 
las hacen peligrosas para el huésped, incluyendo a menudo una 
habilidad para invadlr otros tejidos y para inducir un 
crecimiento interno vascular (lo cual asegura que las células 
proliferantes del cAncer tengan un suministro adecuado de sangre) 
(112). Otra diferencia peligrosa entre las células normales y 
cancerosas es que las c~lulas cancerosas, como población pueden 
dividirse indefinidamente (113). En contraste casi todas las 
células normales en marnlferos mueren, después de un n~mero 
limitado de divisiones. por ejemplo, cuando los fibroblastos 
normales de mamlfcro proliferan en cultivo, se dividen entre 20 y 
50 veces en promedio, dependiendo del animal del que fueron 
extraidos. Conforme avanza el cultivo, las células individuales 
tardan cada vez mas tiempo para dividirse, es decir alargan su 
ciclo celular, y eventualmente toda la población cesa de 
dividirse y mucre. En general, las células tomadas de animales 
viejos se d1vidien menos veces en cultivo comparadas con el mismo 
tipo de células tomadas de un animal joven, sugiriendo que las 
células viejas ya han tenido muchas de sus divisiones asignadas 
mientras formaban parte del tejido en el animal integro. Tales 
observaciones han llevado a creer que las células diferenciadas 
estAn programadas para morir después de cierto nümero de 
divisiones. Esta muerte celular programada podria ser de gran 
valor para el organismo como un seguro adicional contra 
proliferaci6n desenfrenada de una c~lula en particular. Esto 
significa también que la mayorla de las células que escapan de 
los controles normales de la divisi6n celular, podrlan dar lugar 
solamente a pequeñas clonas de progenie celular antes de que 
muera totalmente la poblaci6n (107). 

Hasta hace poco, la diferencia fundamental entre las c~lulas 
normales y tumorales radicaba en cambios en los niveles de 
nucle6tidos ciclicos celulares, fluidez de la membrana 
~lasmAtica, protelnas secretadas, el citoesqueleto y el flujo de 
iones, (114). Mientrns que los mecanismos moleculares 
involucrados en la carcinogt!!nesis permaneclan ocultos. 

Las diferencias en el potencial de crecimiento entre las 
c~lulas cancerosas y las c~lulas normales en cultivo, estAn 
asociadas a menudo con cambios citoesquclóticos conspjcuos (115). 
La reorganizaci6n del citoesqueleto que acompaña estas 
alteraciones en el comportamiento se rcflP.ja en dos cambios: las 
células cancerosas son por lo general mAs redondeadas y las 
fibras tensoras se reducen en nümero, o estAn ausentes. Estos y 
otros cambios, conocidos colectivamente como transformaci6n 
neoplAsica, pueden producirse en células normales poi:- infecci6n 
con virus de un tumor, tal como el virus del sarcoma de Rous 
(116). Este virus simple que causa cL\ncer en tejido de pollo, 
s6lo tiene cuatro genes, uno de ellos (gene src) es la causa 
ñnica de la transformación: cuando este gene se a~tiva, las 
células son transformadas y se forman los tumores; cuando es 
inactivo, las células parecen ser normales. Esta modificaci6n por 
el producto del gene src puede causar los cambios en el 
citoesqueleto observados después de la transformacion celular por 
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ei virus del sarcoma de Rous. Algunas observaciones sugieren que 
el crecimiento celular y la divisi6n pueden ser regulados 
normalmente por sefiales recibidas vla un citoesqueleto celular 
organizado (117,118). 

Un tipo de cancer que parece estar asociado con una 
etiologla viral es el cancer Cérvlco Uterino (CaCu). Este es el 
de mayor incidencia en nuestro pals, ocupando el primer lugar 
como causa de muerte entre las enfermedades neoplasicas de la 
mujer (119). 

Pocas regiones del orgunismo son tan propcnsu.s a sufrir 
cambios patol6gicos como el tracto genital femenino y en relaci6n 
con las patologlns tumorales, es la mAs camón. Afortunadamente; 
el 95% de las enfermas con canear incipiente pueden curarse (120) 
a pesar de esto, el carcinoma de c~rvix es la primera causa de 
muerte de la mujer mexicana a partir de los 4S afias (121). 
Los tumores del cérvix se desarrollan de manera gradual a partir 
de precursores ¡¡>reinvas.ivos, que en un estado jn situ reversible 
pueden existir por var íos años siendo completamente 
asintom.:\ticos. LaG anormalidades tem~ranas del cé!rvix, conocidas 
como neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) se diagnostican 
comunmante en mujeres que fluctt,an entre los 30 y 40 años de 
edad. Para que un ?JIC evolucione n un Ca Cu invnsor necesita de 8 
a 20 nños (122) y en la mayorla de los casos se requieren de 5 a 
10 años para que las c~lulas transformadas penetren la membrana 
basal del cérvix e invadan otros tejidos. Una vez ocurrido este 
fenómeno las pacientes que no han recibido tratamiento, o que no 
han respondido a aste, mueren usualmente en un per.lodo de 3 a 5 
años (123). La etapn terminal del CaCu se caracteriza por la 
invasión a otros 6rganos r el consecuente bloqueo de su funci6n. 
Es conocido que los carc1nomns tienen una gran capacidad para 
diseminarse inicialmente por ocupación de los n6dulos linfáticos, 
en los cuales se observa una rencci6n hiperplé.\sica, lo cual 
sugiere una respuesta del enfermo contra las células· tumorales o 
contra s11s productos, misma que generalmente no resulta 
suficiente para detener el avñnce de los tumores (124). 

Ln etiologla precisa del CnCu es aún desconocida, sin 
embargo se le ha asociado con una serie de factores causales que 
van desde el comportamiento sexual hasta la presencia de ciertos 
tipos de Virus del Papiloma Humano (VPH). Por ejemplo estudios en 
este campo sugieren que podr.la existir algun<J. relación entre el 
desarrollo de CnCu y el tabaquismo, ya sea directo o pasivo 
(125). Se ha encontrado también que entre las mujeres que han 
consumido unticonceptivos orales por largos perlados existe una 
mayor tendencia a genernr cacu (126, 127). Los anticonceptivos 
orales J?Ueclen actuar como un co-carcinógeno en conjunción con 
agentes infecciosos (120). 

El inicio de una vida sexual activa a tcmprnna edad, la 
multiparldad y el numero elevado de compafieros sexuales son 
factores de alto riesgo para el desarrollo de cacu dado que 
aumentan la probabilidad de que se adquieran inCecciones 
genitales (129). Entre estas quiza la de mayor peligrosidad es la 
causada por el VPI!. 

Los VPll son una familia de virus con DUi\, los cuales inducen 
tumores epiteliales y Eibroepiteliales de la piel o mucosa en 
vertebrados. Estos tumores, conocidos con el nombre de papilomas, 
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generalmente benignos, muestran un crecimiento limitado y 
·frecuentemente sufren una regresi6n espontanea (130,131). Sin 
. embargo, algunos miembros de la familia de los VPH inducen 
tumores que pueden evolucionar hacia carcinomas malignos, 
usualmente después de un largo perlado de latencia. Por otra 
parte, un gran n~mero de estudios epidemiológicos, clinicos, 
patológicos y moleculares hechos durante este siglo indican c¡¡ue 
el cacu podrla ser una enfermedad producida por transmis16n 
sexual, y que el VPll puede ser el agente sexualmente transmitido 
(132, 133' 134). 

El tratamiento que se da a las pacientes con CaCu en los 
hospitales de nuestro pals depende del estadio de desarrollo del 
tumor. La primera alternativa es la cirugla, ésta se aplica 
cuando se presenta un tumor in situ, que no ha tocado las paredes 
pi!!lvicas. Cuando la masa tumoral ha invadido áreas que no pueden 
ser intervenidas quir~rgicamente, o cuando se presenta metastasis 
las opciones terapéuticas son la radioterapia y la quimioterapia. 

La radioterapia se ha venido desarrollando "desde los 
primeros aflos de nuestro siglo y hoy en d!a se aplica con buenos 
resultados en los estadios clinicos tempranos ( 1J 5) . En la 
mayoria de los casos la radioterapia se usa para reducir el 
tamaño de la masa tumoral, as! como para eljminar las c~lulas que 
hayan sufrido transformación en las areas aledañas (136). 

La quimioterapia esta basada en la a~licación de rarmacos 
con efecto antineoplásico, su nivel de acción es mu~ amplio, y vu 
desde el bloqueo del proceso mitótico hasta la inhibición ele la 
función ribosomal. Generalmente los candidatos 9ue son sometidos 
a quirnioteraJ?ia tienen un cacu avanzado, un carcinoma recurrente, 
despu~s de cirugia o radiaci6n, o l?resentan met~stasis f?l!!lvicas y 
en nódulos peria6rticos, condiciones que podrlan limitar la 
potencialidad del ~xito con otros tipos de tratamiento. 

Estas terapias comparten dos caracteristicas esenciales, no 
actüan de manera especifica sobre las células del tumor y, dada 
su agresividad, producen efectos colaterales indeseables que 
provocan un agravamiento del estado general de los pacientes y 
disminuyen notablemente su calidad de vida. Otro factor 
importante es que los éxitos cl!nicos obtenidos con su aplicación 
disminu~en al aumentar el desurr.ollo de la enfermedad, lo cual 
deja sin esperanzas a las perso11as a quienes se les diagnostica 
un c~ncer avanzado. 

Por estas razones resulta urgente el desarrollo de nuevas 
alternativas por medio de las cuales sea posible ofrecer una 
esperanza de vida a los pacientes oncológicos. Para hacer esto 
posible es necesario desarrollar programas de investigación a 
nivel celular y molecular aue aporten conocimientos que permitan 
una mayor comprensión de esta enfermedad, que en base a ellos se 
establezcan terapias m~s adecuadas para esta patolog!a. 
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. . El .. estudio de fen6menos biol6g leos a nivel celular, es 
deter~inante para comprender el metabolismo en detalle de un 
organismo o ~er. vivo en general. A pesar de los avances 
presentados por el desarrollo de las ti!!cnicas de ºcultivo de 
tejidos, es aón dificil trabajar con ciertos tipos celulares 
debido al desconocimiento de las condiciones de cultivo 
particulares. En este cnso se encuentran las células epiteliales 
normales, las cuales presentnn la problem;1tica de no soportar un 
n~mero de resiembras alto, son muy sens.lbles a cambios en su 
microambiente que llevan a alterar su metabolJsmo, y como 
respuesta genernl, t!!stns tienden a inh.ibir su prol.iferncic!Jn. Sin 
embargo, basado en trabajos con estns c~lulus se han establecido 
ciertas condiciones para este tipo celular, condiciones 9ue 
varlan dependiendo del 6rgano del cual se obtienen y el objetivo 
por el cual se estudian, aunque con la limit:ante del tiempo de 
vida replicativa en cultivo (1J5). 

Actualmente se real.izan diferentes estudios en los cuales 
están implicadas estas c~lulns, estudios que tratan de 
proporcionar información que pcrmjta comprender el mecnniSrno 
metab6lico que las rige, con la finalidad de aplicar este 
conocimiento a las patolo9ias que presentan una relaci6n directa 
o indirecta con los epitelios. Un estudio en particular es el que 
se lleva a cabo sobre el mecanismo regulador de la proliferaci6n 
de células epiteliales, el cual m!m no ha siclo descifrado 
totalmente, por lo que su entendimiento permitirla, quizA, una 
mayor comprensión de los carcinomas, la elaboración de terapias 
adecuadas para esta patologla y las que tengan relación con este 
mecanismo. Esto permitirla decrecer la tasa de incidencia de esta 
enfermedad, disminuir los gastos por pnrte de las instituciones 
de salud que tratan dicha patologla, y sobre todo, establecer el 
conocimiento b.\slco con su rc5pactiva repercusi6n a lo larqo del 
tiempo. 
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Las células epiteliales y fibroblásticas normales en 
cultivo, son capaces de proliferar y de secretar una 9ama amplia 
de moléculas o factores con una función en especifico, estas 
células al alcanzar una alta densidad en el plato de cultivo 
inhiben su proliferación de manera normal. Se ha reportado que 
esta inhibición quizás esté dada por la secreción en el medio de 
cultivo de un factor que presente actividad inhibidora de la 
división celular (136). Si las células epitelilales y 
fibroblAsticas normales secretan al medio condicionado (MC) un 
factor con actividad inhibidora de la proliferación en la fase de 
confluencia, entonces podrla esperarse que el MC de estas 
células, el cual presenta el factor inhibidor, pare. o disminuya 
la proliferación de estas mismas células en la fase de 
crecimiento exponencial. Tambi~n podria pensurse que si las 
células normales secretan este factor para regular de manera 
negativa su proliferaci6n, la ausencia o disfunción de este 
factor podrla quizás provocar una desregulación de la 
~roliferaci6n, permitiendo una proliferación positiva 
incontrolada como la que presentan las neoplasias. Si la ausencia 
o presencia del factor inhibidor es la causa de la desregulaci6n 
de la ~roliferación en estas células, entonces cabria esperar que 
al adicionar este factor presente en los MCs de las c~lulas 
epiteliales y fibroblásticas en fase de confluencia a los 
cultivos de celulas tumorales del mismo tjpo, el fnctor sea capaz 
de inducir una inhibición de la proliferación en estas células. 
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OBJE'l'IVO GENERAL. 

ES'l'UDIAR EL EFECTO INllIBIDOR DE LA PROLIFERl\CION PRESENTE 
EN LOS MEDIOS CONDICIONADOS DE CELUI,l\S BPITELIALES 'i 
FIBROBLl\STICAS NORMALES CONFLUENTES, SOBRE CELULAS TUMORALES 
DE Cl\NCER CERVICO-UTERIHO 'i UNA LINEA TUMORAL DE 
LARINGE HUMAHA (llEP-2) • 

l. l. -

OBJETIVOS PARTICULARES: 

Establecimiento de cin<!>ticas de proliferación de 
epiteliales y fibroblAsticas, asl como de las 
tumorales provenientes de cAncer cérvico-uterino 
linea tumoral de vejiga humana (llEP-2). 

células 
células 

y de la 

1.2.- Obtención de medios condicionados de células epiteliales 
y fibroblAsticas. normales humanas en fase de confluencia;: 

l.J.- Determinar del. efecto inhibidor de los· medios 
condicionados producidos por células epiteliales . y 
fibroblAsticas en crecimiento confluente, sobre .la 
proliferación de células tumorales de cacu y la ~linea 
tumoral de. ,vejiga ·humana (HEP-2). 
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epiteliales y f ibroblásticas son obtenidas de 
. una.:·· pieza quirdrgica de pacientes sometidos a histerectomla por 
causas diferentes a cáncer cérvico-uterino (CaCu). 

Una vez obtenida la pieza quirdrgica es transportada en un 
medio de cultivo Eagle Medium (Gibco, u.s.A.) al 20% de suero 
fetal de bovino (Microlab, México) a 4 grados centrlgados y 
procesada en las siguientes 2 a J horas. El procesamiento 
consiste en la separaci6n por disecci6n de la capa epitelial del 
tejido conjuntivo donde se encuentran los fibroblastos; ambas 
partes son cortadas por separado en trozos pequeños (5mrn), y 
sometidos a una disgregacl6n enzimática por tripsina pancreática 
(Sigma, U.S.A.) al o.05%; ésta consiste en poner los trozos de 
tejido en un matraz de fondo plano de 50ml con JOml de tripsina 
al 0.05% a 37 grados centlgrados, con agitaci6n durante 60 
minutos. Una vez concluido el tiempo de disgregado, este es 
decantado a un tubo de centrifuga de 5Dml; El disgregado es 
centrifugado con lml de suero fetal de bovino (SFB) a JJ6.5g. El 
paquete celular obtenido de esta disgregación es resuspendido en 
Eagle Medium (EM) al 10% de SFB de tal manera que las celulas del 
paquete sean sembradas en platos de cultivo de 5ml, con una 
densidad celular de 500,000 células por plato. A la muestra de 
tejido remanente en el matraz se le añaden nuevamente 20ml de 
tri~sina y se continóa durante JO minutos m~s; la mezcla de 
tejido disgregado y tripsina se vierte a traves de una malla de 
naylon que permite s6lo el paso del material disgregado dejando 
los restos del tejido no disgregado en la malla, el filtrado es 
centrifugado, resuspendido y sembrado de manera similar al primer 
disgregado. Los cultivos son puestos en una incubadora a 37 
grados centlgrados, 5% de bióxido de carbono y una atmósfera de 
h~medad a punto de roela durante 3 dias maximo, posteriormente, 
se realiza el primer cambio de medio y se continüa asl cada 5 
dlas hasta alcanzar cultivos confluente~ y poder llevar hQ cQbo 
resiembras que permitan obtener poblaciones de un s6lo tipo 
celular en caso de ser necesario. Obtenidas las poblaciones se 
continua con las resiembras para obtener los MC en etapa 
confluente y a ln vez usar estas mismas celulas en los ensayos 
experimentales. 

CELULAS TUJ.!ORJ\LES: 

Las c~lulas tumorales son obtenidas de pacientes con cacu, 
estas piezas quir~rg.icas son fragmentadas en trozos pequeños (de 
Ja 5 mm), y sometidos a una disgregaci6n enzimática con tri~sina 
0.025% durante 20 minutos, de manera similar al procedimiento 
descrito para las muestras de tejido normal, se centrifuga el 
material dis9regado de celulas tumorales y se siembra bajo las 
mismas condic1ones que las células normales. 
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EPITELIO PLANO ESTRATIFICADO NO QUERATINIZADO 
DE LA PORCION VAGINAL DEL CUELLO UTERINO. 



'. La:S Ún~~./celulares de tipo epitelial ~·-3 y Calo provienen 
··1:10 ".·un·. ,carcinoma de cérix humano, la HEP-2. proveniente_ de un 
carcinoma de· laringe humana, son sembradas en cajas de cultivo de 
5ml .. en,:::EM::._al 10% de SFB en· una incubadora a 3.7 ,g_rados­
centigrados' · 5% .. de bi6xido de carbono y· una atm6sfera hl!!meda · a 
-punto-· de· recio durante 5 o 6 dias en promedio de ncu_erdo a la 
linea. 

··Los·. Me · de · éada 
tumorales, as!.. como 

una de los . tipos • i::~1~1~i:'~~' n~~~~.fe~ 'y 
de las llne11s .. ce,lulares_.'.'.se::· 0.o'?ti<inen 

uno de-ellos· de-,·tab.manera· que, s<t tien_e·MC .. formando lotes -,de cada 
de células -normales y tumorales -en ,f_~s_e,_~~º-Üf~uer:iFe-~ ' 

CELULAR: 

La· determinaci6n de la proliferaci6n celular fue 
utiliz_ando la . técnica de cristal violeta (137). 
'continuaci6n se describe brevemente: 

evahlada· 
Que a 

a) fijar las células con glutaraldehido al 1.1 % 
b) dejar secar las placas de cultivo al aire 
c) añadir el colorante cristal vi.aleta al O .1 % 
d) lavar sutil y exaustivamente las placas con agua 

clesionizada o bidestilada de tal manera que el 
colorante no asimilado sea retirado de los pozos. 

e) dejar secar las placas al aire libre. 
f) añadir Acido acético al 10% (3ml) , dejar en 

agitnci6n 20 minutos a temperaturtt del cunrto. 
g) tomar lecturas en un espectrorot6metro a 590nm del 

sobrcnadante de los pozos (3ml) y correlacionar 
las absorbancins obtenidas con el numero de 
c<!!lulas. 

CURVAS DE CALinRACIOJI: 

La realizaci6n de las curvas de caJibraci6n, son llevadas a 
cabo con células previamente cultivadas en fase exponencial, 
desprendidas del plnto de cultivo con tripsina al 0.05% durante 5 
a 10 minutos para c~lulas normales y 3 a 5 minutos para células 
tumorales a una temperatura <le 37 <;1rados centlgrados. Son 
colectadas en tubos de ensayo y centrifugndas a 336.5g para 
formar un paquete celular. Una vez centrifugadas, se uf1ade un 
volumen especifico y las ct!!lulas son resuspendidas y contadns con 
la ayuda de un hemocit6metro. Se toman al!cuotas de 2 millones de 
células y se colocan en pozos de 2.5 ml. Los pozos consecutivos 
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m~dfo) ~~ hotnogeniZa, el primer 
--J¡>ozO ·',y, _se real.~zan _ . _.:~~.c~~iva.S 1 .:--:.P~steJ?i~rm~nte, .s.e_ 

incuba · por . un espacio .de ·.3 .hrs. como .min~mo :,. para '<las : células 
tumorales. y de 4 . para las células' normales,·· Una vez. adheridas las 
células! se fijan con glutaraldehido y .. se· tiñen para determinar 
su densidad óptica. · · 

CINETICAS DE PROLIFERACION: 

Para realizar las cinéticas, es necesario que las c~lulas se 
encuentren en etapa de proliferación exponencial. La células se 
siembran en cajas de 2.5 ml., con una densidad de 50 mil 
células por plato si son normales y 30 mil células por plato 
cuando son tumorales. Las células normales se incuban durante 15-
17 dias y 6-8 dias de incubación para células tumorales. Durante 
este periodo se fijan las células de cuatro cajas di~rias con 
glutaraldehido, las mismas que se tiñen para determinar su nómero 
celular con la técnica de cristal violeta (137). Con los valores 
de densidad se construyen las grAficas de tiempo vs densidad. 

EFECTO DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS: 

La actividad de los medios condicionados de célÚlas· 
epiteliales y f ibroblAsticas confluentes, se determina mediante 
ensayos experimentales en los que se prueban cada uno de ·1os 
lotes de los medios condicionados sobre cultivos de células de 
cérvix normal humano y lineas tumorales en fase de·proliferación 
_exponencia 1. 

MEDIO CONDICIONADO TRATADO CON TRIPSI!IA: 

El medio condicionado es sometido a la acción de tripsina al 
0.05% en verseno, incub~ndose a 37 grados centigrados durante JO 
minutos, una vez pasado el tiempo, es neutralizado el efecto 
proteilltico de la tripsina con suero fetal de bovino. Después 
del tratamiento, el medio condicionado es ensayado sobre la 
proliferación de c~lulas tumorales en fase exponencial. 
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ELABORACION;·DE~bNETicÁs oE: 
.PROLIFERACION;.:·:·:;;:.c,,;•: ··: 

1, \¡;;<~ 
OBTENCION DE. LOS MEDIOS COtllJICIONADOS 

j 
ENSAYOS BIOLOGICOS 

(EVALUACION DE LA JIC'rIVIDJID INHIBIDORA 
DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS SOBRE LAS 
CELULAS NORMALES Y 'füMORl\LED) 
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Las células, de manera natural regulan su di'7isi6n, no 
obstante, se conoce poco ele los factores que participan en el 
rne7anismo que regula la proliferación celular. Se conoce la 
existencia de ciertos factores de diferente naturaleza 9uimica 
que están relacionados con la regulación de la proliferación, la 
mayor parte de ellos estimuladores de la división celular. Se 
sabe adern~s de la participación de elementos extracelulares, como 
son las hormonas o los factores de crecimiento, que pueden ser 
capaces de estimular o inhibir la l.'roliferación (8). En 
particular, las c<!llulas epiteliales y f1broblásticas detienen su 
proliferaci6n al encontrarse con otras células vecinas, fenómeno 
conocido corno inhibición por contacto, gracias a las técnicas de 
cultivo de tejidos, se ha permitido el estudio de este fen6rneno 
en condiciones controladas in vitre, determinando la 
participaci6n de elementos de natualeza proteica secretados al 
medio por estas mismas c<!llulas u otras de tipo diferente (16), 
Las c<!llulas epiteliales y fibroblásticas se encuentran en una 
estrecha asociación, participan en mecanismos comunes como el de 
reparaci6n de la piel, en la hematopoiésis, etc. Se han reportado 
factores que secretan los fibroblastos que tienen efecto sobre 
las células e~iteliñlcs (24), y no es de sorprenderse, que 
sucediera a la inversa. Para estudiur el mecanismo que regula la 
proliferación celular de ambas cstir~es celulares, es necesario 
determinar y caracterizar las condiciones en las cuales estas 
células proliferan; de principio, es primordial establecer que 
tanto proliferan estas estirpes en el tiempo y en un Area 
determinada, es decir, realizar unn cinl!!tica de proliferación que 
nos permita establecer cuando dichns estirpes celulares se 
encuentran en la fase de proliferación, y cuando se encuentran en 
la fase de confluencia; para ello, se requiere de una técnica que 
nos permita determinar el numero celular de forma precisa y 
fácil. Aun9ue se conocen algunas técnicas radioactivas como la de 
incorporac16n de timidina tritiada por el DNA en la sintesis del 
mismo, se eligió usar la técnica de incorporación de cristal 
violeta, lñ cunl esti\ bn!=>ndn en Jn relnci<'>n rpH? hay entre la 
densidad 6pt.ica producida por la incorporación del colorunte al 
n~cleo de las células y el n6mero celular cuando se lee en un 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 590 nm (Ver material 
y métodos). Primeramente, una curva patrón fue realizada para 
cada una de las estirpes celulares empleadas en este trabajo, 
tanto para c~lulas normales como para c~lulas provenientes de 
tumor de Cervix y lineas celulares establecidas, dejando ver la 
estrecha relación entre la densidad óptica y el m~mero celular, 
confirmado por el coef icicntc da corralaci6n determinado para 
cada una de estas curvas (Fig. 1). 

Una vez realizadas las curvas patr6n de cada una de las 
estirpes celulares, se realizar6n las cinéticas de proliferaci6n 
para determinar el comportamiento de cada una de las estirpes en 
cultivo, tanto para c&lulas normales, como i?ara la linea 
epitelial HEP-2 proveniente de un tumor de laringe humana y 
célulu.s tumorales provenientes de biopsias de CAncer Cervico­
uterino (CaCu). 
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CURVAS DE CALIBRACION. 

DE EPITB.JOS HUMANOS 
NORMALES DE CERVIX 
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, Las células epiteliales y flbroblAi;ticas normales, 
provenientes de Cérvix normal, presentan un comportamiento 
caracter!stico, es decir, presentan cuatro fases; una fase 
denominada de adaptaci6n la cual consiste en el tiem¡¡m que tornan 
las células pnra acoplarse a las condiciones de cultivo, con una 
duraci6n de tres o cuatro d!as; una fase ele crecimiento 
exponencial que dura entre seis y siete d!ns; una fase de 
confluencia que .inicia a partir del d~citno u onceavo d!a y que 
dura de tres a cuatro ellas; la cuarta fase se caracteriza por la 
disrninuci6n del n~mero celular a causa de ln muerte celular 
provocada por las condiciones de 1 medio <le cult:ivo. (figura 2). 
Las fases presentan caracter.Lst.lcas pnrticularcs pero comunes 
para ambos tipos celulares, es decir, la fase de crecimiento 
exponencial se caracte1~iza por una proliferación fuerte y 
secreción de rnold!culas diversas al medio de cultivo, mientras que 
la fase de confluencia presenta una fuerte inhibición de la 
división celulnr manteniendo constunte el nt'J.mcro celular a lo 
largo de tres a cuatro lilas despues de la fase de crecimiento 
exponencial; unn vez concluida la fase de confluencia, las 
células tienden a morir por las condiciones t6xicns del medio 
(Ver figura 2). La diferencia mi\s notable en el comportamiento 
entre las c"'lulas epiteliales y Eibr.obl~stjcas es su tasa de 
proliferación, replicándose 1.9 veces mi.\s rápido las células 
fibrobl~sticas que las epiteliales (Ver tabla 1). 

Calo 1.2 dlas 

T-J 1.2 dfas, 

!IEP.:2 l. 4 alas -

Fibroblastos normales 
_ humanos 2.a d.las 

Epitelios normales 
humanos 5.4 dias 

Tabla l. tiempos de doblaje, para epitelios y fibroblastos de 
cérvix nor.rnal humano y ctilulaS' tumorales. 

Ambos tipos celulares presentan una fase de confluencia, en 
la cual la división celular es detenida, quizás por un mecanismo 
fisico, donde basta que las cé.lulas esten en contacto unas con 
otras para inhibir su proliferaci6n, sin embargo, esta 
explicaci6n no responde al hecho de que tanto en las células 
epiteliales asl como en las c~lulas flbroblásticas en cultivo, 
aparezcan espacios vnclos que no son llenados por las cl!ilulas, 
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esto !mee pensar 9ue quiz!s hay otro factor 9ue interviene en el 
paro de la divisi6n celular, que es producido por si mismas, 
secretado al medio de cultivo ¡medio condicionado MC), con un 
efecto aut6crino. Para determinar la existencia de este factor, 
es necesario colectar los medios donde proliferan las células y 
comprobar su efecto en células del mismo tipo en fase 
exponencial. Como las cin6ticas muestran que el paro de la 
divisi6n celular se da a partir del décimo din, lo cual quiere 
decir que el efecto del factor inhibidor de la prolif eraci6n se 
encuentra en concentraciones adecuadas I?ara llevar a cabo su 
efecto, fue necesario colectar el medio de cultivo entre el 
onceavo y treceavo din para células fibrobl~sticas y epiteliales 
normales respectivamente (Ver figura 2). 

Por otro lado, las c~lulas epiteliales tumorales, tanto las 
provenientes de cacu, como la linea tumoral HEP-2, presentan una 
tasa de proliferaci6n muy similar (ver tabla 1), todas mantienen 
una fase exponencial continué\, sin embargo, la fase de 
confluencia en estas células no se da, prueba de ello-es la total 
cobertura de la superficie de cultivo y el desprendimiento de las 
células al no encontrar un espacio en donde adherirse. Lo que 
presentan es una saturación total del Aren de cultivo que crea un 
artefacto al estar determinando el n~mero celular (Figura 3). Si 
comparamos el comportamiento de las celulas normales con el de 
las tumorales, podemos decir que las c~lulas tumorales presentan 
una proliferaci6n continua, que se replican 4.2 veces más rApido 
en promedio y no presentan fase de confluencia (ver tabla 1, 
figura 2 y 3). 

Continuando con las el!? lulas normales, una vez que son 
colectados los MC en fase de confluencia, se l?rocedi6 a 
determinar si éstos MCs presentan una actividad inhibidora de la 
proliferación celular, por lo que se llevó a cabo un ensayo que 
consisti6 en cultivar células fibrobl~sticas normales 
provenientes de c~rvix en presencia y en ausencia de el MC 
confluente, evaluando su n~mero celular en la fase exponencial 
(Figura 4). 

-·- El ensayo, claramente muestra que el medio condicionado de 
fibroblastos en fase de confluencia, presenta una actividad 
inhibidora de la I?roliferuci6n, la cual es capaz de inhibir hasta 
un 40% de la proliferacion comparada con el control normel. 

Una vez demostrada la existencia de una actividad inhibidora 
presente en el MC de f ibroblastos se cucstinó sobre el posible 
efecto inhibidor sobre la proliferaci6n de c~lulas tumorales, y 
si los medios condicionados de células epiteliales presentaban el 
mismo efecto sobre estas c&lulas tumorales, en particular sobre 
epitelios provenientes de cacu. Para dar respuesta a tal 
cuestionamiento, se cultivaron c~lulas tumorales provenientes de 
dos biopsias de ca cu denomin~das "Cal 0 11 y 11T-3 11

, y una linea 
celular epitelinl bien establecida, proveniente de un c~ncer de 
laringe humana llamada HEP-2, a las cuales se les cultivó en 
presencia y ausencia de los MCs de epitelio y fibroblastos 
confluentes (figura 5). 

La actividad inhibidora a la prolireraci6n de los MCs de 
epitelios y fibroblastos normales confluentes, inhiben la 
proliferaci6n de c~lulas tumorales provenientes de CaCu asl como 
las provenientes de laringe humana. Su mayor efecto fue observado 

36 



CINETICAS DE PROLIFERACION. 

DE LAS CELULAS TLt.10FIALES T-3 

,,­
º E 
L 
u 
L 
~ 2000 

X 
1000 ... 

D • 
,,_,. 

CAJAS DE 2J5 mL 

-,,,-
/ 

/ 
/ 

/ 
~ . . 

TIEMPO EN DlAS 

DE LA LINEA TUMORAL HEP-2 

" ... g ,.. 
L 
u 
L 

~ ... 
X 

1 
o 
o 
o o 

o ---
CAJAS DE 2.D mL 

7 
/ 

/ 
/ 

__¿ 

. . 
l1E>l'O ENDIAll 

7 

37 

, 
o e 
L 
u 
L • R 

DE CELULAS TUMORALES CALO 

1400 

1100 

... 

D 
D . . 

l18*0ENtMA8 

F1G. S. ClNG11CA.S DE PRQLJFERACION 

DE LAS Clil.LLAO 1\JMORAl..ES 

PAOVENEHraJ b!"BOPSAB ce 
CANCER CERVICO UTEFINO ("CA· 

LO* Y "T-S') V LAJJNl!A TUMO­

RAL PAOVENIENTli DE LAAINOE 



INHIBICION DE LA 
PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS e ~ 

D 
E 

p 120 
R o 100 

L so 
1 
F so 
E 
R 40 
A e 20 
1 
o o 
N 

(-) (CONTROL) 

(-) FCH 

MEDIOS CONDICIONADOS 

FCH (MC. DE FIBROBLASTOS CONFLUENTES) 

FIG. 4. EN"''IO DE LA ACTMDAD INHlllDORA 

PAEBENTE EN LOS MEDIOS CONDICIO• 

NADOS DE CELULAS NOOMALES COI+-

FWENTES, 60f!RE LA PAOLFERACION 

DE FlllAOBl.ASTOS NORMALEB HUMA· 

NOS. 

38 



EFECTO INHIBIDOR DE LOS MCs. 
DE FIBROBLASTOS Y EPITELIOS 
NORMALES CONFLUENTES SOBRE 
LA PROLIFERACION DE CELULAS 
TUMORALES. 

INHIBlaON DE .. LA PROUFERAaON DE T-3 
D 

iiJiiij 
~ to·· 
1 o 
o 1-1 "'" l'CiH 
N Nl!DI08 CCHOICIONAD0$ 

1-J(CONTROLl 
EQi (NO. DE EPl1al08 OC>ta"WEHTE8) 
FCH' (Me. DE FtBfllB..ASTOS COM"LUENTESJ 

INHIBlaON DE 

" LA PROUFERACION DE HEP-2 

~u·1 .. ·~ ····•················································ o 100 ... .................. ............... . .. 

~ : >. ....... --~~ .·.·.·. 
~ 40 ··~ ..•. .... . .. a lO . 

¿ o ... tal rat 
N t.EDIOS CONDIQONAD08 

(·) (CONTROL) 
EOt (EPITELIOS eot*LUEHTE8l 
FCH CFIEIU)BLA8T08 oc:Hl'WeHT'ES) 3 9 

INHIBlaON DE 

" LA PROUFEl1AaON DE CALO 
D 

iiiJi ~ 20 .· 

1 o • o f-1 mi rol 
N ..:DIOS (X)NDICIOKADOS 

(-)(CONTROU 
ECH (MQ. DE El'tra108 COr.ulEKTEB) 
PCH (YO. De FJBROIJ..A9T08 001'E'l.uatTE8) 

FIG. 6. ENSAYO DE LA AC11VIDAD INHIBIDORA 

PRESENTE EN LOS MEDIOS CONDICIO­

NADOS DE EPITELlOS Y FIBROBLAS­

TOS CON'WENTES SOBIE LA PROU­

FERACION DE LAS CELULAS T\MOR/\­

LES "CALO" y ·r-a·. PROVENIENTES 

DE BIOPSIAS DE eacu y LA LINEA 

TUMORAL DE LARINGE HUMANA 

"HEP-2". 



da cacu 11 calo 11 , las cuales presentan ur;ia 
del 40% con el MC de fibrnblastos humanos, sin 

embargo, menor efecto lo presentan las células "T-3 11 y !IEP-2 
con el mismo medio condicionado (Ver figurn 5). 

Ya que las células epiteliales y fibrobl~sticns normales, 
son capaces de parar su proliferación de manera natural con la 
intervenci6n de un factor inhl.bidor de la proliferaci6n, 
secretado por ellñs y con un efacto aut6crino presente en los HCs 
de estas mismas en la fase de confluencia, el cual formarla parte 
del mecanismo que regula la proliferaci6n de estas células, 
cabria pensar que las cl!!-lulas tumorales de cacu "calo", "T-3 11 y 
la linea tumoral fIEP-2, son c~lulas que presentan urm anomalla en 
el mecanismo da regulación de la proliferaci6n, esta anomalia 
podrla estar dadn por la incapacidad de estas cl!=lulas a producir 
el factor inhibidor de la proliferaci6n que se presenta en los 
MCs de células normales del mismo tipo. Para estudiar este punto, 
se realiz6 un enfiayo en el que se cultivar6n las ct!!lulas 11 '1'-3 11 y 
HEP-2 en presencia y ausencia de su J?ropio medio condicionado, 
colectado en la fase de snturaci6n (quinto-sexto dla de cultivo), 
(Figura 6). 

Los resultados obtenidos muestran que el HC pt·ovaniente de 
células tumorales no presenta n.ing1.!m efecto sobre ellas mismas, 
indicando aparentemente que las cl!?lulas tumorales "T-3 11 y JIEP-2 
no secretan al medio ele cultivo un factor con actividad 
inhibidora de la proliferación. 

Se sabe que las células en cultivo son capaces de secretar 
al medio una diversidad de moléculas con efectos diferentes, 
estas moll!!culas pueden presentar una naturaleza qulmica en 
particular, ya sea que se trnte de una protelna, un 1.lpido, un 
azl!J.car o las posibles mezclas entre ~stas. Como se mencion6 en el 
marco te6rico, se han estudiado factores que estimulan e inhiben 
la proliferación celular, la mayor parte de t!!stos son de 
naturaleza proteica. En base a ello, se trnt6 al MC proveniente 
de fibroblastos normales confluentes con unu proteasa (tripsina 
0.05%) con el objeto de saber si el factor presenta una 
naturaleza qu!mica de protelna, la proteasn romperA a las 
proteinas contenidas en el MC y si el factor es unn proteina el 
efecto de la actividad inhibidora de la proliferaci6n presente en 
el MC decrecera o desaparecera totalmente (Figura 7). 

Los resultados muestran que el MC tratado con la proteasa 
disminuy6 su actividad con respecto al MC no trñtado, lo cual 
indica que es muy probable que se trate de un factor de 
naturaleza proteica. · 
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'· "',·~. ·· Las ct!>lulas epiteliales y fibrobl~sticas son dos tipos 

'Celulares que presentan caracterlsticas comunes, tales corno su 
capacidad de adherirse, la habilidad para formar monocapas, la 
capacidad de regular su proliferación a través de un contacto 
célula-célula, etc. Ambos se encuentran en estrecha relaci6n, 
com~artiendo microambientes en los diferentes 6rganos en los que 
residen. El hecho de que estas células se presenten en todos los 
6rganos que constituyen al ser humano, deja ver que ellas 
desempeñan un paJ?el importante en la funci6n de los aparatos y 
sistemas que constituyen a un individuo. 

De manera normal, estas c~lulas presentan un mecanismo 
regulador de su división, que permite en determinadas condiciones 
activar o inhibir su proliferaci6n. El estudio de este mecanismo 
es de suma importancia, una comprensi6n detallada de los factores 
que participan en este mecanismo y su modo de ncci6n, perrnitirA 
explicar como se desarrolla la patologia del c~ncer. 

Las células epiteliales y fibroblAsticas normales, presentan 
in vitro, ciertns etapas o fases de crecimiento que se expresan 
ae """"'iiiañera secuencial a trav~s del tiempo, estableciendo un 
comportamiento caracterlstico de éstas, como se muestra en la 
figura 2. Parte de este comportamiento no se basa s6lo en la 
velocidad con que proliferan (tabla 1) , esti\ basado también en la 
producción de moléculas con una función especifica con acción 
autócrina o ~aracrina. 

En la literatura se ha citado que las células epiteliales y 
fibroblAsticas son ca~aces de secretar al medio de cultivo 
moléculas con actividad inhibidora de la proliferación, 
ejerciendo una acción aut6crina f12,17); también se sabe de la 
estrecha relación entre ambas estirpes celulares, por lo que no 
serla una sorpresa que los fibroblastos secreten alguna molécula 
que afectara a las células epiteliales de una forma positiva o 
negativa sobre su divisi6n celular. El efecto observado de la 
actividad inhibidora presente en el MC de fibroblastos 
confluentes, muestra una acción autócriua sobre los mismos 
fibroblastos cuando son sembrados en presencla ele este inhibidor 
y en una fase de crecimiento exponencial (Fi9ura 4). 

Esto indica que el factor con actividild inhibidora se 
presenta en una concentración capaz de desempeñar su efecto en lil 
fase de confluencia. Sin embargo, esto no descarta que este 
factor no esté presente en la fase exponencial, ya 9ue existe la 
posibilidad de que se encuentre en concentraciones incapaces da 
ejercer su efecto de manera significativa. 

El hecho de que los fibroblastos normales humanos secreten 
una molécula o factor que inhiba la proliferación de células 
epiteliales (acción ~ar~crina), realza aun mAs la estrecha 
comuniación que existe entre éstos dos tipos celulares, 
evidenciando que quiz~s ellas regulen su proliferaci6n de una 
manera bilateral u. través de factores secretados al medio. 

A diferencia de las células normales, las células tumorales 
presentan un comportamiento de proliferaci6n distinto, son mc\s 
r<.\pidas y su división es continun, esto es, no presentan fase de 
confluencia (Figura J). 
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\' i >~ .. . 
, ... Tratando dé dar una explicaci6n a la diferencia presentada 

entre células normales y tumorales con respecto a · su 
proliferaci6n, se encentre!> que las células normales secretan al 
medio de cultivo un factor que inhibe 111 proliferaci6n de si 
mismas en la fase de confluencia, mientras que las c~lulas 
tumorales· no presentan esta fase, indicando por lo .tanto, que 
dicha fase en células normales est~ dada por la secreci6n de un 
factor con actividad inhibidora de la proliferaci6n, el cual 
requiere de una concentración adecuada, establecida por la 
densidad celular (Fig.2). Sin embargo, esto origina otra 
cuestión, ¿por qué las células tumorales carecen de una fase de 
confluencia?, quizAs se deba ~que ellas no son capaces de 
secretar o producir el factor con activi1lad i.nhibidora presente 
en los MC de células normales, o bien, no son capaces de 
responder a dicho factor por la carencia total o pat·cial de los 
receptores especlf.icos para este factor. 

Los resultados obtenidos en la figuras 5, upoyun la 
hip6tesis de que las células tumorales provenientes de cérvix y 
la linea epi tell al proveniente de tumor de laringe, son capaces 
de responder al factor con actividad inhibidora de la 
proliferaci6n presente en los MC do:o ci'!lulas e1liteliales y 
fibroblAsticas normales, evidenciando que éstas presentan la 
cantidad adecuada de receptores para el fílctor con actividad 
inhibidora, y que no son capaces de producir el factor de una 
manera adecua<la para responder " ~ste. Esto llltimo es apoyado por 
los resultados 9ue se mu~stran en la figura 6, en la cual las 
células provenientes de tumor de cérvix no presentan una 
inhibición de la proliferación cuando·son expuestas a su propio 
medio condicionado. i\demAs, el hecho de que las ct!!lulas llEP-2 
respondan de la misma manera al factor que las provenientes de 
tumor de cérvlx, indicc1. que quizi\s el factor tenga· un efecto 
comlln para las células epiteliales independientemente del 6rgano 
del cual son obtenidas. 

Los resultados obtenidos ilnteriormente, demuestran la 
existencia de un factor inhibidor presente en los Mes de células 
epiteliales y f ibroblAsticas normales. Ahora es necesario 
determinar la naturaleza quimica del factor, lo cual se consigue 
sometiendo al ne dandi:? ~stA pr~sente el factor en estudio con 
reactivos espcclf leos para protelnas, l tpidos, aZ\'J.cares o i.\cidos 
nucleicos. 

En base a que la mayoria de los factores que intervienen en 
el mecanismo de regulaci6n d<> la divisi6n son moli'!culas de bajo 
peso molecular y de naturaleza proteica, se esperaba 9ue el 
factor con actividad inhibidora fuera de naturaleza proteica, lo 
cual fue confirmado, o por lo menos aportó una evidencia al 
respecto, cuando el MC donde el factor estA presente, fue 
expuesto a una proteasa (tripsina), se obscv6 que dicho medio es 
afecti'\do por esta enzima de una manera parcial, ind.lcando que el 
factor es de naturaleza proteica. El hecho de que el efecto del 
MC no fue abatido totalmente, se debe quizA a que no se utiliz6 
la concentraci6n adecuada de la proteasa (Figura 7). 

El hallazgo de este trabajo, en el que se demuestra que las 
c~lulas epiteliales y fibr::oblAsticas normales son capaces de 
secretar un factor proteico que inhibe no solamente su propia 
proliferaci6n, slno que a su vez, en el caso de los fibroblastos 



·:·inhibe· la proliferaci6n de las células epiteliales, sugiere que 
el mecanismo que controla la proliferaci6n de ambos tipos 
celulares estil interconectado, estableciendo una estrecha 
intercomunicaci6n entre éstos dos tipos celulares. Por otro lado, 
el efecto inhibitorio no s6lo se observ6 en células normales, 
sino que aderni:\s fue observado en células tumorales, lo que hace 
pensar que quizils el estado malignicente de estas células 
tumorales esté directamente relacionado con la ausencia del 
factor inhibidor se.cretado por células normales. 

El encontrar un factor de naturaleza proteica con actividad 
inhibidora de la proliferaci6n secretado por células normales, 
presenta una gran aportaci6n a la comprensión del CAncer C~rvico­
uterino, ya que establece que este cAncer est~ relacionado de 
manera directa con la falta de producci6n de este factor, 
confiriendo un estado maliqnicente a las células epiteliales. El 
hallazgo da pauta a pensar que este factor poclria ser utilizado 
de una manera ternp~utica para este mul, que corno se rncncion6, 
representa una gran incidencia dentro de la poblaci.6n femenina en 
México, lo que traerla corno resultado no s6lo una posible 
solución o terapia rnAs adecuada para esta enfermedad, sino que 
también el ahorro de millones de pesos a las instituciones de 
salud que ofrecen tratamientos más agresivos (quimioterapia, 
radioterapia etc.) y costosos para contrarestar esta patologia. 

Sin ernbarc¡o, no basta con demostrar que existe un factor con 
actividad inlubidora de la proliferación, el siguiente paso es 
realizar una caracterización bioqu!mica y molecular que permitan 
comprender la estructura y función de esta prote!na, que permita 
determinar su mecanismo de acci6n dentro del proceso de 
regulaci6n de la proliferación celular, y la obtenci6n de estil en 
cantidades suficientes para poder ser aplicada a nivel 
terap1!mtico. 
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4 .- . El efecto inhi.bitOdo del' riiedio •. cioridicfo~~~~ ele· eplt:úo~ o· 
f ibroblastos .· confluentes, alcanza ' hasta _: u,n -~_4_._-.--º_·. _*_,. ': so1:>re '•_1a 
proliferaci6n. de -- células- tumorales. · · ... · 

>-·_ .··;·:·.:~_\_-:,~~~:.-.\;:·_;:~·-._:·\;~/}--.~:.::.~::_.:- .-- -- ~- '., -·'"':--
·'- . ·-._;_ -·· _._ 

.5. --.- Las ciéi{if¿jg--~-tt·nie;r~,1-~::~~ ·11·T~J 1i~-~-.°Ca·1·0·1~-~y-. ¡,·¡19p.:_;·2·í1-_ s'on ba-pB.ces :ae 
:responder_:::, .. ar·· factor' inhibldor. presente .. en, .. los medios 

condicionados,•2:de':, epitelios -.Y fibrobla?tos ·de cérviK normal 
ii1hibiendó·su proliferaci6n. 

G;"'- r;a· ·act:TvTélaifinliTilít'oria-ct<! l.a proliferuc16n presente en el 
medio "Condicionado de- fibroblastos confluentes esti\ dada por 
un·facitor de naturaleza proteica. 
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L-arginina 
L-cistina 
L-c;¡lutamina 
Glicina _ 
L.,Histidina l!CL.H o 
L-Isoleucinn 
L-Leucina 
L-Lisina.HCL 
L-metionina 
J .. -Fenilalanina 
L-Serina 
L-Treonina 
L-Tript6fano 
L-Tirosina (sal Disodica) 
L-valina 

Vitaminas: 
O-Ca Pantotenato 
Cloruro ele Colina 
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84.0 
62.57 

584.0 
c-30.0-
42.0 

·105.o 
105.0 
146.0 
30.0 
66.0 
42.0 

·95,0 
16;0 

104.6 
94.0 

4.0 
4.0 



Monohidratado 

Otros compuestos: 
L-Glucosa 
Rojo Fenol 

· 4500.0 
1.5.0 

Nota: del medio preparado comercialmente (Gibco, u.s.A.) se 
diluyen lJ.4 g/l, en agua bidestilada, se adicionan J.4 g/l de 
bicarbonato de sodio, asimismo se agregan antibi6ticos: 
Penicilina G ~ Estreptomicina a una concentraci6n de 0.062 y 
O,lgr/l respectivamente. Posteriormente se afora a un volumen de 
1000 ml y se agita hasta disolver el polvo procurando no 
sobreagitar. El Pll del medio se ajusta a G .9 con Acido 
clorhidrico y se esteriliza por filtración, pasAndolo a través de 

'una membrnna millipore con poros de 0.22 micras de diámetro. 
Finalmente el medio se almacena a 4 grados centigrados hasta el 
momento de su uso. 

APENDICE No. 4. 

PREPERACION DE REACTIVOS, 

Soluci6n de verseno: 

A 800 ml de agua bidesti~_da,- SE!_~l•ú•gJ;-f>ganlas siguientes 
sustancias: .: . . . . .. -
Tris base .. , .............. -..... , •• • ••• -.~.; .•• ;;; ;-. ;·· .• 3. 04 .gr. 
Cloruro de Sodio .................. : •• · •• : •. ; ..... ; ; •. ·8, gr; 
Cloruro de Potasio .•• ,, •...•...•.• ;, •••• ,.'. .•• -.• :;·•. 0.4o.:gr. 
Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA) ,' .. ; ••• , .. , ••. ,,,._o·. 20· gr. 

Posteriormente se .agita y se afora a .un ·litro, :-.se :ajusta el 
PH a 7, 7 con Acido clorhidrico .10 normal. y. se ·:esteriliza· en 
autoclave a 20 libras de presión durante veinte minutós; -_ · · ' 

Soluci6n de tripsina: 

Se prepara colocando o. os gr, de trips1na p~rici:eatiéa· de 
tipo II cruda (marca sigma), en 100 ml de verseno,' se ·ínezcla:y se 
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< :~;· >.> :<_;~:- "_-.-... -.,_._. . 
<;~-- ;~-~-·· _____ {;, 

-~~ i:i1~tr'a (ti~i'zan~o membrana millipore con un poro de O. 22 
'. • ·micr6motros·. .• Se rec_omienda ... colocarla .. en .. tubos pequeños y 
.. "alma·cenarla -a:.-·4_;grados cent!grados para evitar. su autodigesti6n. 

2ic;2 
•:solución de Acido F6rm.ico: 

·• .. ·Se aÍiáden a 200 ml de agua bidestiláda J. 96 gr. de hidr6x°ido . 
'•.:: •. ::de sodici .'Y ·4. 22 ml. ;de Acldo F6rmlco y se·'afora ·a 500. ml. . 

:•·.x -100· ·ml. de Acido Fórmico se agrega 0.1 gr. de ·cristar 
Vi.aleta y .se. filtra en papel filtro de poro grueso; se .rec.omienda 
almacenarlo··· en· un frasco tapado a· -4 grados:· ·cent!grados, para_· 
exita_r. S\l_ contaminaci6n. 

Desactivaci6n del suero fetal de bovino: 

.. Se descongela el suero fetal de bovino (Microlab, México), a 
ternpe_ratura ambiente, posteriormente se pasa a bafio fuarlu a una 
temperatura ·de 57 9rados centlgrados durante JO minutos, con el 
prop6sito de inact1var algunas protelnas, tales como prote!nas 
del complemento, que pueden interferir en los ensayos. 

APENDICE No. 5. 

CALCULOS ES~'ADISTICOS ·· · 

··Muy a ·menudo . en la practica se encuentra que existe 
~:i~~i~~ e~ng~Ínad~~t~m~trcá~riables, y se.desea expresar 

. R~g~esr6~· Ú.neal: 

una 
esta 

~-~ 'i~ ~~Üi:fr6n ~~tr~ dos variables; expresada. mediante una 
ecuacii!m mateiriAtica que conecta a las variables -(X; Y)_.· • 

E!jem'~{o/ Y = ÁO +. Al. X 

Dc:mde. x' es la variable indepencÍie~te .. Y . Y' _ia · ~~riable 
dependiente, ·cte un n~mero. N de muestras_; ·. ·· · ·· 
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. ) : .·~· :~\ ;y( ;' .. .. . :;;•. 
: · ~:/_~' .;.e;-·~ : 1::,~;~ '{~·;.-·' .~ .. _;~:: . 

. ';(Ri~ta de minimos cúridracÍos: · ·. <. / :;: ' {~~ · '/ · .\ · · '. · · 
.· .. ,· ·, ·;:.·· .De todas. · las rectas de aproxi.~a~i~n e de f un': ~,,fountb : ;~r · 
:;.punto.s; de datos dados, la recta que tenga .. la':propiedad,'de·:i:¡ueHa·<; 
·-suma· de N desviaciones al cuadrado· es· un minimor,f es:;·;·1a :"~inejor .. :« 
'recta de ajuste. ' ' .. :-. · .,,:, .. : -.>·:· ::··::·• .-.--::::··,::::\'.•'.,•:·:. , .. 

(suma de Y) (suma de / ) - (suma: dé 'X) (sµma x'f).'· 
AO ·= 

'.,;_:,:--'·· ";-:- --:. ':- ,_, __ . _, .. '2~~:::--, . ~-·.-.. :~~(-»--~.--_. -=-~=-- ~~-,-}~ -:(-~'. ·="!;=':~~:· ~~j~ ... ;,,_~~-

Donde: A:.~:~::e~~YX~~) ~:~~:~::a:~ ~: oJ;g~k , .. :~,( . ru~ 
. .•. - . ,o o. .·:::< --~~~~ -~ -

-o- '-·,. -- .~-;--~'.;: . - :--,'--.~_-);;;: ·-- .• ···,::~::: ;:. -~~:i:t 

· E.rróriüP.ic~'~e~r~ ·~Üi~~ >a~ y}~~io~i~~~;-~ )I ''e;".~)~ ... :;~. '"~ 
con. r~:~e~~~· :f~~t~~~~~ i: if~1fi~i~ia~·i:~f~:p;~~~~;4; '1;•Ud~t6/ 

.·•, ,-.>· -~.- - - .. _;~/<:-~:::·,1:_·, -, ... ~,-(~,,~·- ,._ -".~~~>·-···; :,: . 
. 2 >" · ;o i:m~~ d~ ;/ · l\o (sunia de Y) 7 Á·í: <S:Í/1\1ª d:~·~y¡/ 

--s '=. -~---------------------Ñ~--------:-:~:.-------,~T-C7·'?'"--
, -.>'.·-~.- ~~' !('.{ '.:~::-~ ;: -~:' 
':-~\<--<~~- -' _., ,'.~·-:,,_;"i-. ~:-, 

Coeficiente de correlaci6n: ,· "·' •.:;,• ..... , .... 

· E.s iuna medfdá del grado en c¡ue la feét.~)defi;r~'9re~ i6ri •de 
m"!nimos." .«?uadrados se ·ajusta a l~s .da~o~~ .. -:inu:~~-~.ral,s.~~-:::·,'si ·:·~· 1a· · 
variaci6ri: se explica totalmente '.J?Or la·<".:r~cta::.:do . .,.Yrégresi6n, 

--entonces,- -,el-c-coef iciente _de_- correlac16n -, 11 r 11 «._ tiende~- a, uno~=~-:':..~::-·::_;.'. , 
' - •' .• -- - - - --=---oc-=-:-'--c-=-o:."='-~~'3;_--_~f-,"'-.'---'-:_-=--=~~'=._~-=-,:~ ,- -- . . -

+ 
r ---,--_--------.---".'"'--::-----~---:------

. : ., . . ·.· 2 
suma. de (: 'i. - 'i media) 
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