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. R ESU M E N

“La /divisién celular, ‘es un mecanismo blOlb?lCO que permlte
.gque’‘las células :se reproduzcan, estab1e01endo la 'restitucién

- de células muertas. Sin embargo, este mecanismo. de leiSlan, estd
regulado: - por: factores o moduladores bioldgicos, que permiten
establecer . un control positivo o negativo de la 'proliferacién
‘celular,  dependiendo de las condiciones microambientales en las
gue. se encuentran las células,

: Las- células epiteliales vy fibroblasticas son dos tipos
celulares que presentan algunas caracteristicas comunes. Ambas
se encuentran en estrecha relacién, compartiendo microambientes
en los diferentes érganos en los que ellos residen.

De manera natural e in vitro, estas células presentan un
mecanismo regulador de su divisi®n, que permite activar o inhibir
su proliferac1én en base a la densidad, estableciendo un alto en
la divisién celular por contacto. En este trabajo, se aportan
evidencilas de que las células normales epiteliales y
fibrobldsticas confluentes derivadas de cérvix humano, secretan
al medio de cultivo un factor gque inhibe la proliferacién de si
mismas, as! como de cédlulas tumorales provenientes de cancer
cérvico uterino. Se muestra que dicho factor es secretado a
partir del dla 10 de cultivo y que inhibe hasta un 40 % 1la
proliferacidn de ceélulas tumorales provenientes de cdncer cérvico
uterino, asl como a las células tumorales provenientes de 1la
linea tumoral de vejiga humana HEP, sugiriendo que el factor

odria ejercer su efecto en células epiteliales
1ndepend1entemente del érgano del cual son derivadas. Tambidn se
sugiere que la actividad inhibidora del crecimiento presente en
el medio condicionado, estd dada por un factor de naturaleza
proteica, ya dque el medio condicionado en el que se encuentra, al
ser tratado con una proteasa (Tripsina), su actividad inhibitoria
es decrecio en un 50 %,

Por otro lado, el hecho de que el medio condicionado de
Fibroblastos confluentes afecta la proliferacién de las ceélulas
epiteliales tanto normales como tumorales, establece que el
fibroblasto y las células epiteliales derivadas de cérvix tanto
normal como tumoral, interactuan de manera estrecha, logrando una
comunicacién bilateral que les permite regular su proliferacidn
de manera autdcrina y pardcrina.

La relevancia de este estudio, constituye en la aportacién
de conocimientos que permiten conprender de una manera mas clara,
como el mecanismo de divisié&n de éstos dos tipos celulares es
regulado, come interaccidnan entre si y como una posible
deficiencia en la secrecién de este factor podria provocar un
estado patolégico en las células. Esto basado en el efecto
inhibitorio observado en células normales y tumorales, lo que
hace pensar dgue qules el estado malignicente de estas células
tumorales estd directamente relacionado con la ausencia del
factor inhibidor secretado por células normales. De ser cierto
esta especulacidn, la purificacién caracterizacidén de tal
factor, podrla tener una posible aplicacién terapettica para el
tratamiento de enfermedades como es el cadncer de cérvix, cuya
incidencia en la poblacién mexicana es muy alta.



Pl <[ PEL# cultivo ide tejidos in-vitro es una técnica que nos
s permite aislar * - diversos  tipos calulares, propagarlos y
. conservarlos - dentro-de los medios nutritives en condiciones de
~laboratorio; controladas, . permitiendo el estudio de diversos
- procesos'  celulares en Areas tales como: diferenciacién celular,
:genética,  endocrinologla, etc.( 1). Es hasta ahora una de 1las
principales. técnicas”™ que posibilita la identificacién y
“-caracterizacidn de un gran nuimero de factores celulares,

contribuyende a 1la elaboracién de modelos que expliquen la
-funcién de éstos factores, asl como los mecanismos por leos cuales
;-éstos . actuan.

El analisis de los procesos celulares in vitro, requiere
del uso de sistemas que estén estructurados “de una manera
simple, y al mismo tiempo gque puedan enfatizar los complejos
‘procesos ~que involucra la regulacién del metabolismo de 1la
célula.

Uno 'de los procesos mds estudiados es la divisién celular,
debido a 1la importancia que representa este mecanismo para la
organizacién estructural y funcional de los individuos. HMediante
la técnica de cultivo, ha sido posible establecer las. condiciones
de crecimiento de diferentes tipos celulares, sin embargo, pese a
los esfuerzos realizados en el mejoramiento de los medios de
cultivo, existen <ciertos tipos celulares de los cuales atn se
desconoce cuales son las condiciones precisas que permitan
mantenerlos por largos periodos de tienpo, inclusive hacerlos
proliferar de manera uniforme in vitro.

Los epitelios, son uno de"Tog tipos celulares a los que las
condiciones de cultivo no se les ha precizado, no obstante, estas
células son cultivadas en condiciones especificas que dependen
del érgano del cual fueron obtenidos (2). La importancia de estas
células radica en su papel multifuncional dentro del organismo.
Los epitelios llevan a cabo la secrecién de diversos factores con
accién autécrina, pardcrina y endécrina, revisten a todos los
drganos asl como a cavidades del misme cuerpo, intervienen en el
proceso de regeneracién de érganos, en la generacidn de células
hematopoiéticas, sirve come barrera de proteccién contra agentes
extranos etc. Para realizar estas funciones, las células
epiteliales forman tejidos con una disposicién celular que les
permite ademds una funcionalidad especifica (3).

Las células epiteliales poseen caracteristicas altamente
diferenciadas y funcionales, que les conficre una diversidad
que da origen a la formacién de diferentes tipos de tejido
epitelial. Sin embargo, todas ellas presentan cualidades comunes,
como la polaridad ceiular y sus interconexiones, la capacidad de
realizar un transporte vectorial de solutos, la poca movilidad in
vive, vy conservan la capacidad de proliferar en respuesta a una

darfio tisular, o a un factor especifico que estimule la
proliferacién celular. Ademds, conservan la habilidad para
regular su crecimiento, lo cual implica un procesc de

replicacién altamente controlado (4)
Dentro del microambiente en el cual se desarrollan las
ctélulas epitelliales, existe otro tipo celular con caracteristicas
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“gimilares a 'la - de. los” epitelios; ‘también 'son :adherentes 'y
resentan una inhibicién de la. proliferacidén por. contacto, e
ntervienen en. los  procesos  metabdlicos. en los dque estan

‘“implicadas :las ‘células epiteiiales, estas células son los
fibroblastos . (5).

El fibroblasto es la cé¢lula 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 recuperar su
actividad, sobre todo en respuesta a procesos inflamatorios. Los
fibroblastos son células grandes por lo general aplanadas, con un
ntcleo ovalado un citoplasma escaso en forma de huso con
grandes prolongaciones citopldsmicas que se extienden al exterior
de la matriz, para conectar con las procedentes de otros
fibroblastos, éstos presentan un gran desarrollo de reticulo
endopldsmico rugoso en relacidn con su actividad Ffuncional,
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 desempefia un papel de
soporte para otras células, entre ellas las células epiteliales,
y permite la difusién de sustancias secretadas por los diferentes
tipos celulares gque radican en este tejido, estableciendo una
comunicacién celular de tipo pardcrino y autderino.

La funcionalidad de estas estirpes celulares ( epiteliales y
fibroblasticas), estd ligada a su capacidad de proliferacidn y al
grado de diferenciacién que presentan. La diferenciacién en las
células de los seres vivos, les permite realizar funciones
especializadas gque sustentan la organizacién estructural vy
funcional del organismo. Una alteracién en este procesoc de
diferenciacién trae como consecuencia el aumento en la capacidad
de replicacién celular o la disfuncién de sus actividades
especificas, originando una neoplasia o una deficiencia
metabélica respectivamente, que en ocasiones trae como resultado
la muerte del individuo.

Para comprender la relacién existente entre las células
normales y tumorales, es necesario entender y tener en cuenta gue
el cuerpo humano contiene mas de 10 millones de millones de
células, esas células duplican su material y se dividen en un
cicle continue. En este ciclo sdlo algunas de ellas llegan al
final de un proceso denominado diferenclacién, mediante el cual
las celulas se especializan llegando a un punto en el gue cesa
la divisién celular, desarrollando estructuras y funciones
especiales y donde sdlo pueden ser eventualmente reemplazadas por
la divisién y diferenciacién de otras células (6)

En un organismo completamente desarrollado, las eélulas
diferenciadas de algunos tejidos, tales como las neurcnas del
sistema nervioso, plerden 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 mitéticas. Entre éstos dos extremos las células del
higado, serlan un casc intermedio; presentan mitosis de manera
moderada en los organismos adultos, no obstante, retienen 1la
capacidad de entrar en mitosis continua si las condiciones
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“CICLO CELULAR. -

: COmO unidades altamente organizadas en un universo que
favorece el desorden, las células estdn sujetas tanto al desgaste
fyafla” ‘destruccidn’ como’ a los accldentes. Por consiguiente, toda
rcélula -estd destinada a morir. Si un organismo debe contlnuar,
;tendrd - .que generar nuevas células a la misma velocidad a la que
‘mueren sus células. Por esta razén, la divisién celular es de una
importancia capital para la vida de todos los organismos. En un
ser. humano adulto, por ejemplo, se han de dividir millones de
células cada segundo, simplemente para mantener su status quo.

El roceso de la divisién celular es bien visible al
microscépio; consiste en dos procesos secuenciales: la divisién
nuclear (denominada mitosis) y 1la divisidn citoplasmica

. (denominada citocinesis). Pero antes de cue una célula tlpica
pueda dividirse, debe duplicar su masa y todos los elementos que
contiene. S&lo de esta forma es posible que 1las dos nuevas
células hijas contengan los componentes que necesitan para
iniciar su propio ciclo de crecimiento celular, después de 1la
divisién. La mayor arte del trabajec necesario para la

preparacién de la divisién celular, se produce de manera
invisible durante 1la fase de crecimiento del ciclo celular gque
recibe el nombre engafioso de interfase. La mayorla de los

componentes celulares se forman continuamente a lo largo de todo
el perlodo interfAsico, entre dos divisiones celulares. Una
excepcién importante la constituye la slintesis de ADN, vya que el
ADN del nbcleo celular dnicamente se replica durante una etapa
limitada y muy concreta de la interfase. Este periodo recibe el
nombre de fase § (S= sintesis) del ciclo celular. La otra fase
concreta del ciclo es, evidentemente la fase de divisién celular
que recibe el nombre de fase M (M= Mitdtica). E1 perlodo
comprendido entre la fase M y el comienzo de la sintesis de ADN,
recibe el nombre de fase Gl (G= gap del inglés separac1bn), y el
perlodo comprendido entre el final de la sintesis de ADN y 1la
fase M siguiente recibe el nombre de fase G2. Por consiquiente,
la interfase estd compuesta por sucesivas fases G1, Sy G2, VY
normalmente abarca un 90% del tiempo total del ciclo celular.
Por ejemplo, en las células que se dividen rapidamente en los
eucariotas superiores, 1las sucesivas divisiones celulares (fase
M) que interrumpen la interfase se suelen producir udnicamente
cada 16-24 horas, y cada fase M sélo dura 1 o 2 horas. Un ciclo
celular tlpico con sus cuatro fases sucesivas, se ilustra en la
figura 1.



diferenciacién

Fig.1 Las cuatro fases sucesivas del cicle celular.

Después de la fase M, las células hijas inician la interfase
de un nuevo ciclo. La interfase comienza con la fase Gl en la que
las células, cuyas actividades biosintéticas se han reducido
mucho durante la mitosis, adquieren de nuevo una velocidad
elevada de biosintesis. La fase S comienza cuando se inicia 1la
sintesis de ADN y termina cuando el contenido en ADN del nWcleo
se ha duplicado ¥ los cromosomas Se han replicado (se dice que
cada  cromosoma consiste ahora en dos cromdtides hermanas
iddnticas). La célula pasa entonces a la fase G2, que +termina
cuando empieza la mitosis con la citocinesis. Durante la primera
parte de la fase M, los cromosomas replicados se condensan desde
su estado interfdsico extendido resultando fdcllmente visibles al
microscoplo optice. La envoltura nuclear se desintegra, y cada
cromosoma sufre unos movimientos exactamente orquestados que dan
lugar a la separacién de su par de cromidtides hermanas cuando se
divide el contenido nuclear. Luego se forman dos nuevas
envolturas nucleares, Yy el citoplasma se divide generando dos
células . hijas, cada una con un sélo ndcleo cerrando el ciclo.
En los organismos unicelulares, tales como las bacterias y los
protozoos, existe una intensa presitn de seleccién para e cada
célula individual se desarrolle y replique lo mAs radpidamente
posible. Por esta razén, la velocidad de divisién celular suele
estar limitada tan sélo por la velocidad a la que los nutrientes
se pueden absorber del medlo y convertirse en materiales
celulares. En los animales pluricelulares, la situacién es
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: ,baéﬁénfé}&isﬁinta. los diferentes tipoé celulares han_perdido en
o.diversos grados, . sus capacidades de divisién rdpida, de modo que

“no."importa - la velocidad, 1lo 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 misculos y
los eritrocitos, no se dividen en absoluto después de- alcanzar la
madurez. Otras células, como las células epiteliales que revisten
las superficies externas e internas del cuerpo (por ejemplo, del
intestino, de los pulmones y de la piel) se dividen continua vy
rapidamente durante toda la vida del organismo. En ocasiones las
- ctélulas sufren todo su ciclo con su interfase y divisién en tan
s6lo ocho horas. Sin embargo, el comportamiento de los tiempos
generacionales de la mayorla de las células animales queda mds o
menos entre las ocho horas y los 100 dias.

La principal diferencia entre las células que se dividen
rapidamente { las que se dividen con lentitud reside en el
perfodo de tlempo que pasan las células en la fase Gl del ciclo
celular. Algunas células se dividen muy lentamente, permaneciendo
en Gl durante dlas o inclusec afios. En cambio, el tiempo necesario
para gue una célula pase desde el inicio de la fase § hasta el
final de la mitosis es notablemente constante, independientemente
de la velocidad de divisién.

Se pueden efectuar mediciones mucho mas detalladas del ciclo
celular cuando las células estdn desarolldndose en cultivo, vya
que su medio resulta entonces facil de controlar y de manipular.
La divisién celular en cultivo se puede retardar o incluso
detener, limitando el aporte de nutrientes esenciales, privando a
las células de los factores proteicos esenciales de crecimiento,
afiadiendo concentraciones bajas de inhibidores de 1la slintesis
proteica, o permitiendo que las células lleguen a ser demasiado
numerosas. En cualgquiera de estos casos, el ciclo celular se
detiene en . la fase Gi1. De hecho, diversos experimentos han
demostradoe plenamente que el punto sin retorno conocido como
punto de restriccién (punto R) se produce al final de Gl. Una vez
sobrepasado este punto, las células se ven comprometidas a
terminar con el resto del ciclo a su velocidad normal,
independientemente de las condiciones externas (7).

FACTORES DE CRECIMIENTO,

Las investigaciones realizadas sobre el mecanismo de la
divisidn celular, establecen la presencia de factores diversos
gque 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 adhesién, receptores celulares, la matriz
extracelular y un sin nimero de eventos que dependen en grah
parte del tipo celular implicado (8).

Los factores reguladores del crecimiento, definidos como
polipéptidos que estimulan o inhiben la proliferacién celular en



cultivo: y . también para las.células. in :wvivo,.. son .generalmente
licoproteinas de - “bajo" . peso molecular que ‘se encuentran
-Interactuando con ‘la membrana celular, sitio donde son unidos . a
‘'sus receptores, .

Los - factores que regulan la proliferacién celular, se- han
dividide en dos “grupos, los que presentan una actividad
reguladora positiva y los que presentan una actividad reguladora
negativa, no obstante hoy dla, 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 interrelacién entre los
fibroblastos las c¢lulas epiteliales, debido a a
participacién d¥recta de estas dos estirpes en la regulacién del
mecanismo de la divisién celular de s! mismas, ademds de ser los
epitelios un tipo celular implicado en el cdncer cérvico uterino
{CaCu); es de interés particular para nosotros entender los
factores dque intervienen en el mecanismo regulatorio de la
divisidn celular de estas dos estirpes. En la década de los 80s,
el estudio de factores estimuladores e¢ inhibidores de la divisién
celular, presentd gran auge, teniendo como consecuencia que se
conocieran diversos factores, principalmente acguellos que tienen
actividad proliferativa. En 1983, Hagao y colaboradores reportan
un factor inhibidor para la formacidn de fibroblastos humanos de
médula dsea, producido por células leuceémicas (9); en ese mismo
afio, Lemaire Y Dubois encuentran que los leucocitos
mononucleares de sangre periférica estimuladeos con concanavalina
A (Con A) o Fitohemaglutinina (PHA) producen un factor soluble
que inhibe la slintesis de DNA y el crecimiento de fibroblastos de
pulmén, este factor es referido como Factor Inhibidor del
Crecimiento de Fibroblastos (FGIF: por sus siglas en inglés
Fibroblast Growth Inhibitory Factor) (10).

AfO con aio se fueron acumulando las evidencias, en 1984, el
estudio sobre este campo fue mds fructlfero, destacdndose el
trabajo del grupo de Iype y Mc Mahon quienes encontraron un
inhibidor de la proliferacién hepadtica, de naturaleza proteica y
con un eso molecular de 26,000 daltons (d), con un punte
isoeléctrico de 4.65, y la praopiedad de inhibir especificamente
la divisién celular y la sintesis de DNA en células epiteliales
normales de hlgado de rata, sin presentar efecto sobre células
transformadas de higado o células de hepatomas en cultive (11).
Ya en estos trabajos se plantea una inhibicién de la
proliferacién regulada de manera pardcrina y autdécrinamente. De
forma similar, el trabajo de Mordan y Toback, muestra
evidencias para el control autécrino de la proliferacidén de
células epiteliales de rifion, BSC~1, apoyando la hipétesis que
establece que los productos autécrinos son de efecto opuesto
sobre 1la proliferacién y pueden regularla en células epiteliales
renales (12). Walsh y c¢ol,, estudiando la misma linea celular,
encuentran que la proliferacidn celular y el Elujo neto de sedio
Na+ es inhibido por una proteina de 24,000d secrectada por estas
mismas células, sugiriendo que el control del flujo neto de sodio
Na+ y 1la proliferacién en células epiteliales de rifion podria
estar mediado en parte por una protelna celular secretada de
manera autécrina (13).

La regulacidn pardcrina de la proliferacién de células



fibroblasticas . ‘también
~incubados - * con’. PHA, 1ipopolisacar1dos bacterianocs. (LPS) o)
‘particulas de’ zimosidn opsonizadas con suero. . Estos monocitos al
Jser™ estimulados con PiHA sectretan al medio un factor ‘denominado
- Factor ~de: Activacién 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

10,0004 de menor actividad, ambos libres de IL- 1 (14); de igual
- manera se ha encontrado que cé¢lulas monoclticas provenientes. de
leucemia monocitica tratada con mezerein son capaces de
condicionar al medio de cultivo libre de suero con una actividad
estimuladora de 1la proliferacién de fibroblastos (15). Estos
ensayos demuestran que la regulacién pardcrina de la
proliferacidn de fibroblastos puede ser regulada tanto de manera
positiva asl como negativa.

Estudios llevados a cabo por Harel y col., en 1la 1llnea
celular normal de fibroblastos de pulmén de ratdn denominada 3T3,
presentan como caracteristica prlmordlal una inhibicién de la
grollferaCLén por densidad, sin embargo establecen que tal

nhibicién estd relacionada con 1la secrecién de un  factor
proteico de 40,0004 denominado Factor Difusible Inhibitorioc de
células Normales (IDFN: del inglés Inhibitory Diffusible Factor
Normal) (16) . Estudios paralelos realizados por Hsu Y
colaboradores con esta misma llnea, permitieron la purificacién
del inhibidor de la proliferacién con accién autécrina, con un
peso molecular de 13,0004 denominado FGR-s (del inglés: Regulator
Growth Factor), cuya actividad es inhibida por " anticuerpos
monoclonales gue reconocen especlficamente a este factor
purificado, demostrando que es este polipéptido el gque porta la
actividad inhibitoria de la proliferacién para tales ceélulas
(17). Por otro lado, Betsholtz y Westermark, muestran que 1la
proliferacidn 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: Epidermal
Growth Factor y Platelet Derived Growth Factor respectivamente)
en medios libres de suero dependen de la densidad celular y de la
concentracidn de calcio Ca++ extracelular (18).

En el afio de 1985, no solamente se encuentra una actividad
inhiblitoeria de 1la pruli[eracibn de f[ibroblastos y células
epiteliales en los medios condicionados, tal como se presenta en
estudios del suero de varias especies rata, ratén y conejo, etc.
Por 1o que se hace evidente la necesidad de caracterizacién del
factor que presenta la actividad inhibidora. El andlisis 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 epltellales de higado de rata btfalo (BRL)
no transformadas, y que las mismas células transformadas con el
virus del sarcoma de Rous son insensibles a este inhibidor (19).

El grupc de Holley reporta un inhibidor producido por las
células BSC-1, las cuales son células epiteliales de rifidn 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 1as mismas células pero no con otras, es
capaz de inhibir la incorporacién de timidina tritiada en un 50%
en células CCL64 y células BSC-1, también estimula la Fformacién

_fue ejercida por monocitos ~ humanos .’



de.colonias en: agar blando de- células AKR—zB, 1nd1cando que este
factor i denominado.’ inhibidor’: del:crecimiento {IG del " inglés:
nhibitor : :Growth) ;" -estimula o inhibe el crecimiento dependiendo
‘deltipo de:células y las condiclones del crecimiento (20).  Este
Emismo grupo - establecid " que el 1IG transforma -un estimilo
‘mitogénico” ‘en un . estimulo hipertréfica para células tubulares
" proximales ” renales, con relacién a la actividad antiporte de
“Na+/H+ (21).
v Bl -andlisis de algunos factores anteriormente mencionados,
reveld que entre ellos se presentaban caracteristicas similares o
idénticas, concluyendo en ocasiones que se trataba de un sblo
factor. . Uno de estos casos es el factor denominado TGF-beta, el
cual - anteriormente era referido como factor de inhibicién de 1a
diferenciacidn (DIF: del inglés Diferentiation-inhibiting
.factor),. o inhibidor del crecimiento de células BSC-1 (GI: del

““inglés  inhibitor growth). &1 estudio sobre este factor fue de

gran inter#s, desarrollando trabajos sobre su mecanismo de
accioén. Tal es el trabajo de Shipley y col., guienes muestran que
el TGF-B estimula a las células AKR-2B a entrar a la .fase S
después de un prolongado intervalo prereplicative (22).

Sin' embargo, la presencia de otros factores con actividad
_‘inhibitoria del crecimiento segula siendo constatada asl como las
nuevas relaciones existentes entre ellos por ejemplo
Eckert, Lubbe, Schon y Grosse mostrarén que el TGF y un
inhibidor del crecimiento de células epiteliales coexisten en
las  glandulas mamarias bovinas como factores de crecimiento
separados (23).

En el ano de 1986, prosiguid la investigacién de factores
inhibidores, y al TGF-beta se le encontréd un efecto antagdnico
con el efecto del Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, del
inglés: fibroblast growth factor) sobre la proliferaulbn de
células endoteliales de aorta bovina (24); se le asocid al factor
inhibidor de 1la prollferac1bn de células epltellales de tragquea
alteradas con carcinédgenos, que es producide por células
epiteliales de traquea normal en cultivo, secretado al medio de
manera &ptima en la tercera-cuarta semana, cuyas propiedades
bioqulmicas son similares a las del TGF-beta (25); ademds, se le
encontrd junto con el EGF un efecto opuesto y selectivo sobre la
produccidén de proteinas secretadas por las cdlulas 3T3 murinas y
por fibroblastos humanos (26).

En este mismo afic fueron detectados otros factores
inhibitorios, tal es el caso del Inhibidor de Crecimiento
Epidermal (EGI) obtenido de plaguetas humanas, ¢&ste es una
proteina capaz de inhibir la proliferacidén de células no
malignas de epltello derivado de hlgado de rata bafalo (BRL), el
EGI, es especlfico para células epiteliales, durante su
purificacisn, fue separado del TGF-beta, que en este caso en

particular estimula a las células fibroblasticas de rifién de
rata badfalo (NRK) en agar, en presencia del factor de crecimiento
epidermal (EGF). El EGI purificado mostiéd un peso molecular de
27,0004, estd compuesto de dos subunidades de peso idéntico, su
actividad resultd estable al calor a 90 grados centigrados por 3
minutos, pero sensible a ditiotreitol; 'y es capaz de inhibir la
rroliferacién de tres llneas celulares epiteliales o malignas de
manera significativa (BRL, MDCK y BSC-1) (27); otro factor fue



descubierto poé 'ei gtupob de = Huang, ',quienéé ﬁurificaron a

"homogeneidad dos proteinas derivadas - de cerebro bovino,

‘denominadas. . Factor de Crecimiento Derivado de Cerebro (BDGF-A vy
B, . delinglés; Brain-Derived Growth Factor), cuyo peso molecular
as de 16,000 y 17,0004 respectivamente, ambos resentando un
punto isceléctrico (pI) de 5.7 y con la misma actividad
. mitogénica, actuando sobre células vasculares, células
endoteliales de aorta, condrocitos, osteoblastoes, células
‘epiteliales, c¢élulas gliales, fibroblastos y células de misculo
liso (28). Sharma y Gehring, aislarén un factor de bajo peso
molecular con actividad inhibidora del crecimiento de
fibroblastos, obtenida de fibroblastos de embrién de pollo, cuyas
propiedades bioquimicas son: presentar un peso molecular menor de
2,000d, es resistente a proteasa y dcidos y estable al calor
(29), por otra parte al mismo tiempo el grupo de Lemaire, muestra
que los macréfagos alveolares son capaces de secretar un  factor
de crecimiento "de fibroblastos (FGF, del 1inglés: Fibroblast
Growth Factor), mientras que los leucocitos mononucleares de
sangre periférica estimulados con concanavalina A (CoA), producen
un factor inhibitorioc de la proliferacién de fibroblastos (FGIF,
del inglés: Fibroblast Growth Inhibitor Factor) en ratas a 1las
cuales se les ha inyectado 5 mg y 10 mg de asbestos (30).

Muchos de los prlmeros hallazgos estén basados en estudios
de mamlferos inferiores, sin embargo Stein Yy Atkins
caracterizarén un inhibidor de la sintesis de DNA asociado a
membrana de células de fibroblastos diploides humanos senecentes,
con la caracterlstica bioqulmica de ser sensible a tripsina, al
calor Y al peryodato, sugiriendo que se trata de una
glicoprotelna (31).

Para 1987 1la investigacién de los factores inhibidores,
consistid en estudios mds profundos de factores ya establecidos,
come el TGF asi como en el descubrimiento de otros mds. Para el
caso del TGF, en este afio se determind la existencia de dos
formas TGF-Bl y TGF-B2, con un 70% de similitud en secuencia de
aminoAdcidos y con un potencial de inhibicidn idénticos al ser
ensayados en células ePltPllaleS. Sin embargo el TGF-B1l, presenta
una gran actividad inhibidora de la proliferacién de células
progenitoras hematopoiéticas, mientras que la actividad del TGF-
B2 en estas células no es muy significativa (32); en otro
estudio, se le asocia al TGF-Alfa en ceélulas transformadas con
los virus Ad2- y SV40, que inducen la secrecién de un factor
similar al TGF-Alfa, capaz de inhibir la unién 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 poderosc inhibidor mitogénico (MI},
el que actha sobre células transformadas y no transformadas de
manera citostdtica, con un peso molecular de 24,000d y difiere
del TGF-B en que es labil al calor y tiene una especificidad
blanco diferente para su actividad ant1m1tog¢nlca, ademds inhibe
la incorporacién de timidina en linfocitos de bazo estimulados
con CoA (33).

El1 EGI previamente citado (27), por el mismo grupo de
1nvestlgadores, propone que los inhibidores podrian ser la causa
mds predominante para la adquisicidn de mallgnldad, se encontrd
que las células BRL presentan un 50% de dinhibicién en su
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rollferacién cuando son expuestas’a ?Opg/ml del - EGI, .pero ho

nhiben . la; proliferacién .'de estas mismas células cuando- son
transformadas con- el virus RSV (34). ’
; ""El- factor difusible inhibitorio (IDF) producido por la linea:
'celular 3T3, encontrado por Harel (16), decrece la sintesis de
DNA en flbroblastos de embrién de pollo asi como su

roliferacidn; sin embargo, cuando estos fibroblastos son
infectados por el virus NyGB (un mutante del RSV),. el IDF  no
inhibe su proliferacién, sugiriendo que la cxpresién del oncogen
en estos fibroblastos, induce a una disminucién o pérdida en “su
sensibilidad al IDF, lo que podrla explicar el porque las células
transformadas escapan al factor inhibitorio, apoyando la
hipdtesis de gque los factores inhibldores podrlan ser” la causa
mds predominante de malignidad al no presentar su efecto sobre.
las células transformadas (34, 35).

Las investigaciones en este aiio, también citaron el
descubrimiento de nuevos factores, IHuggett y col., caracterizan
un factor inhibidor de la proliferacién hepatlca, obtenido de
higado de rata adulta, con una actividad inhibitoria 1000 veces
mayor que los previamente reportados, el faclor presenta un rango
de peso molecular de 17-19,000d y no es afectado al adicionar
anticuerpos contra TGF-B (36), Mashima y col., por su parte
presentaron un traba;o de partlcu]ar interés, aislarén un factor
del suero de conejo con actividad inhibidora de la proliferacién;
lo interesante de este factor es gque presenta un efecto anti-
maligno sobre células BRL transformadas por el virus RSV y no
tiene efecto sobre células BRL no transformadas, dentro de sus
propiedades tiene la caracterlstica de no pasar a través de una
membrana de 10K, sensible a tripsina y ditiotreitol y fue
separado en dos especies con pIl de 7.5 y 9.5 (37). La relacion de
estos factores con los v1rus, presentd un campo nuevo en el
estudio de 1la mallgnlcenc1a celular, y no sélo se asocid la
insensibilidad adqu1r1da por las célula normales al ser
infectadas por un virus oncogénico, sino que también estos virus
son capaces de codificar proteinas con actividad inhibidora de
la actividad de factores de crec:mlento, Yy que esta, inhibicién
ocurre en parte por la inhibicidén competLtlva de la interaccién
del receptor para el factor de crecimicnto, como lo establece el
trabajo de Strayer y Leibowitz (38). 'or otro lado, el
aislamlento de factores inhibidores comienza a ser comparadc a
través de anticuerpos policlonales y monoclonales, estableciendo
similitudes estructurales y funcionales, como es el caso de el
factor inhibitorio derivado de glandulas mwamarias de bovino
lactante (MDGI, del inglés: inhibitor growth derived mammary },
aislado por Bohmer et.al., el cual presentd similitudes
estructurales funcionales c«on el factor inhibidor del
crecimiento de flbroblastos (FGI), originando la posibilidad de
gque estos inhibidores puedan ]untos definir una nueva familia de
moléculas reguladoras del crecimiento (39); el grupo de Feltham,
reporta un factor que inhibe la proliferacién de Ffibroblastos,
derivado de éstos mismos (FDGI, del inglés: inhibithor growth
derived fibroblast), cuyas caracterlsticas son: ser secretado
tnicamente cuando los fibroblastos son estimulados con &cido
poliriboinosinico: dcido poliribocitidllico, tiene un peso
molecular de 12,000d, e inhibe la proliferacién de células
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fibroblasticas diploides humanas. en cultivo, células derivadas de -
tumores. y.células L derivadas de ratén (40). Un factor gque en
principio  fue conocido por su capacidad para hacer que. las
“‘células’. resistan'a un crecimiento viral, denominade interferdn
(INF) (41), considerado como una parte importante en el sistema
‘de - “defensa de 1los vertebrados, ahora se le conocen otras
- ‘funciones aparte de la accién antiviral, juega un papel

fisioldégico en la regulacién de la respuesta inmune por su
‘interaccién con células del mismo sistema asl como con  sus
células blanco, también funciona como factor diferenciador y como
“inhibidor del crecimiento celular, modulandc la expresién  .de
genes en células diferenciadas y como participe en la regulacién
autécrina de la proliferacién celular (42), este factor inhibe
la slntesis de protelnas y la proliferacién de 1la linea
fibroblastica 3T3 de ratén Sulzo (43).

Los estudios desarrollados anteriormente, muestran la
capacidad que presentan las ctlulas para regular su divisién, sin
embargo, la informacién obtenida hasta "ese momento no fue
suficiente para entender de una manera clara el mecanismo que
regula la proliferacién de estas estirpes celulares, por lo due
se hizo necesario desarrollar trabajos con un mayor grado de
informacién. Para 1988, se revela informacién wmas detallada,
acerca de las nuevas funciones para factores establecidos o 1la
descripcién de unos nuevos comparados con los ya descritos
ejemplo, se muestra que el TGF-B es capaz de regular Ila
transcripcién de los RNAs mensajeros para el inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo-1,  fibronectina vy rocolagena
tipo-1, sugiriendo que el TGF-B puede funcionar también como un
regulador de actividad proteolitica extracelular (44); también se
demostrd que este factor es un inhibidor potencial de 1la
proliferacién con accién autécrina en llneas celulares de cdncer
de mama humana con receptores negativos a estrégenos, sin afectar
la proliferacién de las lineas celulares con receptor positivo a
estrédgenos, presentando la posibilidad de gue este olipéptido
puede funcionar como un inhibidor autécrine de la proliferaclén o
como un factor de crecimiento de accién pardcrina para células
tumorales estromales (45), y como un potente inhibidor de 1la
proliferacién para algunos gliomas (60 % de inhibicién), siendo
menos sensibles los glioblastomas que los astrocitomas y 1los
oligodendrogliomas, postulando la teorla de regulacidn de 1la
proliferacidn autécrina negativa para células tumorales, 1la cual
establece que una produccidn reducida o una produccién deficiente
del inhibidor 1la proliferacién normalmente encontrado en 1la
célula, puede explicar la naturaleza autdnoma de algunas células
tumorales (46).

Por otro lado, se establece la interaccién de la IL-1 y el
EGF, mostrando un efecto aditive, al potenciar 1la respuesta
proliferativa cuando son aplicados de manera conjunta a
fibroblastos Balb/3T3 (47). Sin embargo, la capacidad del sistema
inmune para poder atacar a células tumorales no se basa en una
sbdla molécula, ni en un sbélo tipo celular. Es sabido gue los
linfocitos son las células que han mostrado un mayor potencial
para destruir los tumores ¢gue en comparacidén con otros tipos
celulares, y que su atague es llevado a cabo por la participacidn
coordinada y vregqulada de subpoblaciones de linfocites, cuyo
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ataque. es ‘directo por contacto membrana-membrana, o por la
#'secrecidn ' de . moldculas con actividad citotdxica.” Otro tipo
‘celular  del sistema inmune que ftambién tiene la capacidad de
ejercer "una actividad citotéxica sobre células tumorales es el
clinaje ‘monocito/macréfago, los cuales son capaces de secretar
moléculas  con actividad citotéxica como es el caso del factor de
necrosis tumoral (THF, del inglés: Tumor Necrosis Factor), sin
embargo, también se ha demostradc qgue las células tumorales son
capaces de responder de una manera diferente a este factor,
siendo sensitivas unas mads gque otras, fendmeno que aln no queda

claro. Spriggs y colaboradores, muestran gque 14 lineas
epiteliales tumorales, cuya mayorla presenta los receptores
suficientes para THF, presentan ademds resistencia a el efecto

inhibitorio de este factcr, sugiriendo que la resistencia no es
ocasionada por la falta de receptores para TNF en la superficie
celular (48).

El aislamiento de thlbxdores no ha sido especlfico de un
tipo celular, sino que al parecer, estdn involucrados diferentes
tipos celulares, como ejemnplo 01taremo el inhibidor obtenido de
el medio condicionado de células de leucémia mielomonocltica
aguda, cultivadas con 12-O-tetradecanoil forbol acetato (TPA, del
inglés: tetradecanyl phorbol acetate), el cual presenta un peso
molecular de 70,000d con actividad inhibidora de fibroblastos,
pero noc de monOCLtos, con un efecto reversible, ademds estlmula
la formacién de colonias de macréfagos y granulocitos, y estimula
la diferenciacién de células leucémicas hacia macréfagos (49). La
produccién de los factores inhibidores no sélo estd relacionado a
las células normales , algunas células mallgnas son  capaces
también de secretar algtn iphibidor de la proliferacién, tal es
el caso del inhibkidor «e 1a proliferacién de ctlulas
transformadas (TGIF, del inglés: transformed cell growth-
inhibiting factor}, el cual inhibe la formacién de colonias en
agar de células provenientes de una linea derivada de carcinoma
de mama, la secrecién al medio de cultivo presenta dos picos
con dicha actividad, cuyo peso molecular fue de 110,000 vy
55,000d, (50).

La b@isqueda de factores inhibidores o proliferadores, de
caracterlsticas particulares presenta una gran problemadtica,
escasean los factores que sélo afecten a células tumorales, pocos
trabajos como el de Shirazuna colaboradores, describen
factores que inhiban la proliferacién de células epitelilales y
a la vez promuevan la dlfeLcncxaCLQn cuando son apllcados en
células provenientes de un carcinoma. Shirazuna menciona que el
factor es secretado por fibroblastos normales provenientes de 1la
llnea no maligna WI-38 y no presenta efecto sobre si misma (51).
Algo relevante para este aiio, es la aportacién de evidencias
sobre la malignidad celular, las cuales apuntan a una malignidad
causada por la alteracidn de las vias de transduccién de la sefial
de algunos receptores para moléculas reguladoras de ila
proliferacién celular (52).

Para 1989, la investigacién sobre factores reguladores de la
proliferacién serla un poco mds profunda, y desde luego, 1la
aportacidn de nueva informacidn sobre los factores ya conocidos
es lo wmds relevante de este afio. Por ejenplo, Noda Vogel
mostrardn que el FGF bdsico puede incrementar la expresién del
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gen - que . codifica al factor de crecimiento transformante tipo
‘beta- en -c¢lulas similares a osteoblastos, cuando ¢&stas son
-estimuladas con este factor (53); por otro lado, Sharma y Dahlya,
determinan que la sefial mitog&nlca del FGF bAsico no es iniciada

por la ‘via de hidrélisis de fosfoinosltidos en células
epiteliales PC1l2, sugiriendo ademds, que la sefalizacién mediada
por el receptor para TFGF bdsico no estd dada por 1la via de
activacidn de la fosfolipasa C y que la respuesta 1togén1ca
temprana, asl comno la sintesis de DNA, son iniciadas
independientemente de los llpidos de inositol y de la activacién
de la protelna cinasa € (54). En contraposicién, Presta. y
colaboradores, al trabajar con ctlulas FBAE AG 7680 normales y
transformadas quimicamente, FBAE GM 7373, encontrardn gue las
células transformadas mostraron un nivel basal alto de actividad
protelna cinasa C (PKC: del inglés Protein Kinasa C), actividad
cinasa activada por el FGF bidsico, la cual estd involucrada en
la mediacién de la actividad mitogénica del FGF bAsico,
comprobado por el uso de un inhibidor de la PKC, para abolir la
actividad mitogénica del FGF basico, tanto en normales, como en
las ceélulas transformadas (55).

Los trabajos sobre el TGF-B, muestran gue algunas células
tumorales derivadas de epltello tragueal de rata son
relativamente resistentes a la inhibicién de 1la proliferacién
ejercida por el TGF-B-1 (56). El efecto del TGF-B_ sobre la
proliferacién de células epltellales intestinales y del higado es
también marcadamente inhibitorio, desempefiando un papel regulador
de la proliferacidn para este tipo celular en ambos érganos (57).

Plouet vy Gospodarowicz, buscando la interaccidn 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 podria actuar a través de la
regulacién de la sintesis del FGFb en células endoteliales de
cornea bovina (58). En otro dato McPherson y colaboradores ,
muestran que el inhibidor de la prol1ferac16n encontrado en las
células BSC-1 del mono verde africano es similar al TGF-B-1y 2
(59). En cuanto a informacién sobre el mecanismo de sefalizacién
molecular que presenta este factor, el grupo de Mioh y Chen,
establecen que este es capaz de inhibir la actividad de adenllato
ciclasa en células endotellales.

En este afio, por ejemplo, se determina 1la actividad
inhibitoria de 1la proliferacién ejercida por el INF-beta,
especificamente contra llneas celulares obtenidas de carcinoma
colorectal (60); ue el factor difusible inhibitorio es mostrado
a tener una actividad bifuncional ya que actwa como un inhibidor
de crecimiento celular y como un factor de crecimiento similar a
insulina (61); que el factor inhibitorio derivado de hligado de
rata presenta una accién de modulacién positiva y negativa del
crecimiento en diferentes sistemas celulares, cfecto ejercido de
manera diferente al TGF-Bl y el THF-A en algunos tipos celulares
(62); ademds el grupo de Lehmann, continuande con el estudio del
MDGI, determinan que este factor proteico presenta un peso
molecular de 14,5004 y que su actividad inhibitoria no esta
exclusivamente restr1nqxda a las células epiteliales del tumor
acltico de Ehrlich (63), asl como también, que el MDGI esta
relacionado con un antigeno de 70,000d encontrado en el nicleo de

14



células.’ epiteliales mamarias bovina, sugiriendo que el MDGIL y el

‘antlgeno localizado - en ntcleo, -podrian estar . regulando la
sexpresién génica para este factor, teniendo un papel regulador de
la-proliferacién celular que actéa a nivel génico (64).

co e U EL descubrimiento ‘de nuevas propiedades en moléculas
‘‘conocidas, fue un trabajo que presentd interés entre los

‘:~investigadores, ejemple de ello fue la demostracién de gque la

interleucina-6, presenta 1la capncxdad de funcionar como un
polipéptido regulador del crecimiento para células del higado _in
vivo (65); que un inhibidor de fibroblastos vy células
epiteliales gue actda a través del bloqueo del efecto del EGF y
PDGF, dicho inhibidor acciona a través de la inhibicién selectiva
del proceso dependiente de la tirosina cinasa, sin afectar

“respuestas similares obtenidas para hormonas, las cuales no Son
dependientes de la activacién de la tirosina cinasa (66); también
se encontrd que las células cpltelialcs confluentes de traquea de
rata normal producen un inhibidor que afecta el surgimiento de
sitios de prollferaclén epitelial de forma mnegativa, mostrando
que  las células epiteliales pueden quizds en su generalidad, y
sin 1mportar el érgano del cual se obtuvierdn, ser capaces de
produc1r un inhibidor de la prolifer301un como parte de su
mecanismo normal regulador de la divisién celular (67); asl mismo
fue encentrado un inhibidor presente en el extracto intestinal de
ratén, gque inhibe 1la pro]lferaclbn de células epltellales de
celon, deja entrever que tales inhibidores presentan una accién
pardcrina (68); por titimo, se encontrd en este mismo afio que el
leucotrieno D4 estimula la prollferac1bn de células epiteliales
glomerulares, respuesta que es mediada por un intercambio de Nat-
Ht y de la protelna cinasa C (69)

Para 1990 y 1991, la aportacién de nueva informacién abordéd
estudios bioqulmicos y moleculares, los estudios se dlegleron a
caracterizar de manera mds completa los factores de crecimiento
conocidos, estableciendo no séle su peso molecular, se
caracterizarédn en algunos de ellos hasta su secuencia génica y la
vla de transduccién de la sefial que siguen. Por ejemple, se
encontré que el RNAm para el TGF-Bl se incrementa en el hlgado
durante la carcinegénesis, y que en el estado temprano del
proceso, las células ovales pero no los hepatocitos, contienen el
RHAm del factor de crecimiento. Sin embargo, células ovales no
malignas e inmortalizadas (llnea celular LE/G) continuaron
produciendo los niveles de RHAm del factor en cultivo; el
mensajero del TGF-B1 marcadamente decrecid sobre 1a
transformacién celular, pero los niveles del mens sajero, aungue
generalmente bajos, fueron diferentes en varios clénes de células
tumorales. Una caracteristlca consistente con las lineas malignas
fue wuna disminucién o pérdida de la sensitividad al efecto "del
factor. Ademds las ceélulas tumorales en este caso podlan ligar el
TGF-B1 con capacidad similar a las normales, teniendo el mismo
tlpo de receptores (peso molecular: 280, 85 y 65,000d),
sugiriendo que la pérdida de la sensitividad al TGF-Bl en células
epiteliales de hlgado tranformado involucra un mecanismo
postreceptor. Algunos estudios en células epiteliales de hlgado
muestran gue c-myc no es blanco para el TGF-Bi1, lo cual es
consistente con la hipdtesis de que el TGF-Bl secretado durante
la carcinogténesis en ceélulas de higado, puede inhibir la
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proliferacién -de: células normales,:: proporcionando.una ventaja
“selectiva’ para -el crecimiento de células gque -son parcialmente
transformadas 'y no responsivas al ~“factor . (70). También se
encontrd - para este factor que su actividad inhibitoria  es
ejercida’ en la fase Gl del ciclo celular de células epiteliales,
deteniéndolas en esta fase, relacionada a la fosforilacién de una
proteilna cinasa (71); se le asocia coms un regulador del
activador de plasminédgeno en células epiteliales normales vy
neopldsicas (72); inhibe el efecto del PDGF a través de un
blogqueo en la generacién de segundos mensajeros (IP3) en células
de osteosarcoma humano (73); es producido por diferentes tipos
celulares, entre 1l1los dque se encuentran los fibroblastos vy
macréfagos de pulmén (74), células epiteliales normales mamarias
de rata (75), linfocitos, miocitos, condrocitos, células
leucémicas, endoteliales etc.

Al TGF-alfa se le adjudicd un papel diferenciador en - dos
lineas celulares de carcinoma de colon (76); se le asocid con la
carcinogénesis de piel y con la proliferacién de epitelio
inmortalizado de tragquea de rata (77).

El FGF-basico, se demostrd estar almacenado como un
componente de la matriz extracelular requerido para soportar - la
proliferacidn y diferenciacién celular, se encontré gque el FGF-—
bdsico se encuentra ligade a heparinsulfate en la matriz
extracelular y es liberado en una forma activa cuando el
heparinsulfato-matriz extracelular es degradado por una enzima
(heparinasa) , sugiriendo que este fenémeno es un nuevo mecanismo
de regulacién de la proliferacién (78); dos receptores para
miembros de la familia de este factor se encontraron
amplificados en subpoblaciones de células derivadas de cancer de
mama (79); enh conjunto con la interleucina-1 beta (IL-1 beta),
este factor es capaz de activar a fibroblastos dermales humanos
(80), también mostrd estar relacionado con la transformacién
celular (81), y con la produccidén de la mielopoiesis en cultives
de médula dsea humana cultivada (82), asi como ser un factor
multifuncional para células neuroectodérmicas (83).

Los estudios realizados sobre el INF-alfa establecieron que
inhibe 1la proliferacidn de la llnea epitelial obtenida de un

carcinoma de prostata humana PpC-3, cuyo efecto es dosis
dependiente y parcialmente mediado por el incremento en los
niveles celulares de AMP ciclico (84). En lo correspondiente al

INF~-gama, se demostrd que este es capaz de incrementar la
expresién del gen gue codifica al receptor para el EGF, en una
linea celular derivada de un carcinoma de mama humano (85).

El estudio de los factores anteriormente descritos, atrajo
la atencién de la mayorila de los investigadores que trabajan
sobre esta drea, este interés fue la base para decubrir factores
nueves asl como para ampliar los conocimientos sobre factores ya
conocidos. Para el EGF, se mostrd que existe una relacién
estrecha de la expresidn de receptores y la respuesta a este
mismo en células de epitelio ovdrico normal y en células
epiteliales tumorales de ovario (86); se descubridé que la IL-1 es
un regulador autédcrino del crecimiento de ceélulas endoteliales
humanas, gue presenta un efecto antiproliferativo sobre una linea
celular (NIH:OVCAR-3), derivada de un carcinoma ovdrico humano y
se probd que en diversos tipos celulares tuvo una acecién
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mitogénica ahéimlfogénlca asoclada con la  inducecién de  la

“expresién del gen:gro (87,88). Se estudid una proteina con efecto
;fsimilar al factor de crecimiento nervioso (NGF), 1la cual modula
interaccid&n pardcrina  entre una 1linea celular epitelial
neopl&sica y las células estromales de prostata humana (89); el
fenotig transformade se determind estar asociade con la
-expresién de receptores para insulina en fibroblastos y células
de ovarie (90); se comprobd que los estrégenos inducen la
proliferacién y diferenciacién de células epiteliales
endometriales (91). En este mismo afio se realizarén estudios
sobre factores inhibidores no wuy conocidos, como fue el estudio
hecho por el grupo de Douzinas y colaboradores quienes aportan
sus conocimientos sobre el efecto de un inhibidor de epitelio de
intestino delgado humano, el cual actda sobre el epitelio de la
mucosa intestinal. Ese [actur a demostrado ser no citotéxico vy
especifico para el tracto dlgcstxvo Yy muy particularmente para el
intestino delgado, con una accién reversible y dependiente de la
dosis; en la purificacién de este factor obtenido del medio
condicionado de cestas células se encontrd una proteina de bajo
peso molecular de aproximadamente 15,000d. el cual fue denominado
PITI (por sus siglas en inglév Purlfled Intestinal Inhibitor) ; se
demostré también, que la accién de este factor provoca un alto de
las células en la fase Gl del ciclo celular. ILstos datos apoyan
la hipétesis que establece que la regulacién de la prollferac10n
celular es wediada por inhibidores enddgenos a nivel epxtelxal
(92). Por otra parte, en este mismo aflo el grupo de Shoji y
colaboradores establece que los fibroblastos de pulmén producen
un factor con actividad estimulatoria del crecimiento sobre
células epiteliales bronquiales, el cual es sensible a proteasas
y estable en Acido, sigiriendo que es de naturaleza proteica, al
ser cromatografiado presenté una peso molecular de 6,000d4 (93).

La relacién de otros factores con 1la transformacien
malignicente, fue registrada, y asociada a diferentes fuentes o
causas. Se asocid a oncogenes tales como el K-fgf\hst, c-Ha-ras,
v-raf y v-mos (94,95,96); a virus, como son los papilomavirus
{97); el virus SvV40 de mone (98); a andrégenos (99), etc.

Los trabajos sobre factores de crecimiento fueron
disminuyendo conforme se caracterizaban éstos, los factores que
surgian como nuevos, al ser debidamente estudiados, presentaban
caracterlsticas  muy similares con los vya caracterizados,
estableciendo una homogeneidad entre ellos, lo cual sugirid que
los factores podrlan ser agrupados en familias dependiendo de sus
proplpdades funcionales, bloqulmlcas y moleculares, aunque esto
no quiere decir gue todos estuvierdn dentro de estas familias,
algunos no pudierdn ser clasificados por sus caracterlisticas
especificas, por ser particulares de algun érgano en especifico,
O  porgue su peso molecular varla a pesar de ser secretado por el
mismo tipo celular, sugiriendo que son factores similares
funcionalmente pero de estructura diferente.

En 1992, el estudio sobre factores de crecimiento se basa en
los trabajos bioquimicos y moleculares de 1los factores ya
establecidos. Los estudios son enfocades a determinar la
estructura primaria del factor, el gen que lo codifica, sus
propledades funcionales, bioqulmicas™ y la relacién que pueda
existir con otras moléculas.
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En'este: “sentido el grupo de shayman, reportb que el
crecimiento . de células epiteliales renales es modulado por una
gluc0511ceram1da, existiendo una asociacidén con una protelna

Z'einasa’oC, esfingosinas y diacilglicerol (100); Weiss y

‘Nuccitelli, revelan que la inhibiclén de la fosforilacién. de
“tirosina, prev1ene el efecto mitogénico inducido por la trombina,
.‘sin provocar un aumento en los niveles de calclio intracelular
libre .en células vasculares de misculo liso (101); por otro lado,
se  reporta que la sefial de transduccién para el FGF-b pero no
para el TGFalfa-1, involucra al metabolismo del acido
araquidénico en células endoteliales (102), sin embargo, el grupo
-de. Presta reporta que el FGF-b requiere de una activacién
prolongada de la proteina cinasa C para inducir la proliferacién
_celujar en células endoteliales aérticas transformadas de bovino
fetal (103); mientras tanto en este mismo afio, se encontrd que la
IL-1 es capaz de modular la sefial extracelular regulada por
protelnas cinasas asociadas a mxcrotﬁbulos, a través de 1a
alteracién en los niveles de fosforilacién de éstas (104).

La caracterizacién molecular y bloquimlca de estos factores
en los posterlores estudiogs, se empieza a realizar de una manera
mas comparativa entre los factores mds conocidos Hannocks Yy
calaboradores describen la existencia de una regulacién
proteolitica para el FGF-b, IL-1 y TGF-a en células estromales de
médula ésea humana (105) .

Un estudio realizado por Besner y Klagsbrun, en 1991, se
analizé un factor obtenido del medio condicionado de macréfagos
el cual presentd actividad inhibidora de la proliferacién “de
células endoteliales, denominado MD-ECI del 1nglés~ macrophage-
derived endothelial cell lnhlbltor, el cual es distinto del TGF-a

-y -el TNF. Este inhibidor detiene la proliferacién -de células
endoteliales basales incluso de células endoteliales previamente
estimuladas con el FGF, siendo su efecto dosis dependiente, no
téxico y de accién revers1b]e (106).

DE LA INFORMACION ANTERIOR, SE ELABORO LA SIGUIENTE TABLA DE
FACTORES ESTIMULADORES E INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO DE CELULAS
EPITELIALES Y FIBROBLASTICAS MAS IMPORTANTES, REPORTADOS ENTRE
1983 Y 1992,

FACTOR ACTIVIDAD PESO MOLECULAR
en daltons (d).

Factor inhibidor pa- inhibidora de
ra la formacién de - fibroblastos
fibroblastos de mé-- L :
dula ésea humana

‘1nhibidora de .
fibroblastos’;

Factor inhibidor del
crecimiento de fibro-
blastos (FGIF).

Inhibidor de la pro-: 126,000

liferacién hepdtica



'~ defibroblastos:

Factor dekactivacian‘

*.. dueido:por monoc1tos
AFRF-M): o

 Factor difusible i
hibitorio.de; células

Factor regu»
crecimient

‘Factor de crecimi
‘to-derivad ad
,quetas (PDGF

Factor inh1bidor de
la  proliferacién. pre
sente en ./suero. de
rata. i :

Inhibldor del reci
mlento (IG)

Inhibidor del creci-

miento ‘de células e- g;“

plteliales mamarias,

Factbr de crecimien~

to de  fibroblastos
(FGF)

Inhibidor del creci-
miento epidermal
EGI)

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

egtimula la -

“iproliferacién

~ide:fibroblas=-
~tos .«

S {nhibe 1a pro-

liferacidn de
fibroblastos

“inlilbe 1a ﬁro-

liferacién de

.- fibroblastos

estimila la’=

~proliferacién

de fibroblas-

“'tos-y epitelios -

estimula la -

=-proliferacién
“~de fibroblas=
tos'y epitelloS'

' '1nhibe la pro- i

liferacidn de
células epi-
teliales."

1nhibe 1a pro-

‘liferacién de
L. células epi-

‘ktellales

“inhibe la pro-

liferacién de
epitelio de mama

eétlﬁula la -

prollferaciOn
de epitelio y
fibroblastos

inhibe la proli-~
faracidén de epi~
telio

estimula la -
proliferacién
de epitelios
y fibroblastos
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‘Factor:de .suera. de
conejo ‘con actividad
inhibidora.

Factor inhibidor de-«:

rivado de glandulas

mamarias de bovino*

lactante (MDGI)

Inhibidor del creci-
miento derivado de
fibroblastos (FDGI)

Interferén (INF)

Inhibidor derivado:de
células de leucemia
mielomonocitica aguda.

Inhibidor del creci-
miento de células -
transformadas (TGIF)

Interleucina-6

Interleucina-1

nhibe 1a pro
iferacién de.
ibroblastos

“inhibe la pro-
liferacien:dei:
itelio-ma ari

o rinhlbe la, pro-~
~liferacién de
X fibroblastos

inhlbe la pro—

liferacidn de
epitelios y -

f broblastos

inhibe la pro-
liferacién de
fibroblastos

innibe la pro-
liferacién de
células de -~

carcinoma de mama

estimula la -
proliferacién
de epitelios

inhibe la pro-
liferacién de
epitelio deri-
vado de un --
carcinoma ova-
rico humano
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15,000

epitelio-de la’
Inycosa intest;nal

'éstimula la -
proliferacisén
y diferencia-

cién de epi-
i telic endome-
=-trial :

' BIOLOGIA DEL CANCER:

5 Normalmente  la tasa de divisidn celular en los tejldos ‘estd”
‘controlada-’ por mecanismos que permiten a las cd¢lulas = dividirse
‘4nicamente, 'si se necesitan nuevas células. Por ejemplo, las
ctlulas  quiescentes del hlgado son estimuladas para - dividirse
rdpidamente después de haberse extirpado parte del hlgado, y
dejan de dividirse tan pronto como la masa normal del higado se
ha restaurado. El mismo tipo de divisidn celular limitada, se ve
en la piel, cuando ésta ha sufrido algén dafio. Sin tal mecanismo
de control por retroalimentacién de la divisién celular, la forma
consecuentemente la funcién de un animal multicelular serla
destruida rapidamente, ya sea por una divisién celular excesiva
(como ocurre en el cdncer) o por una falla en el recemplazo de las
células muertas en los tejidos que normalmente experimentan esa
pérdida contlnua de células (como el tejido epitelial).
Mecanismos similares también son importantes para el desarrollo
ordenado de células y tejidos durante la embrlogénorls (107).

La neoplasia ~es un trastorno de la reproduccién celular,
que conduce a la multiplicacién sin limite a determinados grupos
celulares, grupos gque escapan a los controles normales del
organismo y dque estd rclaCLon1da con algin factor  estimulador
del crecimiento. Las neoplasias pueden ser el comienzo de lo
que se conoce como cdncer (108). Las células cancerosas son
diferentes de las del resto del cuerpo, éstas tienen una divisién
excesiva, fallan en el proceso de diferenciacién y no responden a
la actividad de hormonas y compuestos gquimicos que circulan
normalmente en el cuerpo, las células cancerosas pueden perder
el contacto con sus vecinos, para independizarse de la matriz
extracelular y viajar a través de la sangre o fluidos linfoides y
de esta manera alojarse y proliferar en otros lugares
(metdstasis) (109).

Es clarc que las células cancerosas estdn menos sujetas a la
mayoria de los mecanismos de retroalimentacién gue controlan la
divisién celular, tanto in vivo como in vitro. Por ejemplo, las
ctlulas cancerosas en cultivo continuaran dividiéndose mds alla
del punto en el giue las ctlulas normales detienen su divisién,
proliferando y apildndose una sobre otra (110). AdemAs las
células cancerosas requieren menos cantidad de factores de
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‘crecimiento que ‘las células normales para - poder = sobrevivir . y
dividirse . 'en cultivo (en algunos casos puede ser porgque. producen
ug propios factores de crecimiente) (111).
" Las. ctlulas del cAncer muestran un nimero de propiedades que
flas hacen peligrosas para el huésped, incluyendo a menudo una
habilidad para invadir otros tcjidos 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 células cancerosas, —como poblacién. pueden
dividirse indefinidamente (113). En contraste casl todas 1las
c&lulas normales en mamlferos mueren, despuds de un ndmere
limitado de divisiones. por ejemplo, cuando los fibroblastos
. .normales de mamlfero proliferan en cultivo, se dividen entre 20 y
50 veces en promedio, dependlendo del animal del que fueron
extraidos. Conforme avanza el cultive, 1las ctlulas individuales
tardan cada vez mas tiempo para dividirse, es decir alargan su
ciclo celular, y eventualmente toda 1la poblacidn cesa de
dividirse y muere. En general, las ctlulas tomadas de animales
viejos se dividien menos veces en cultivo comparadas con el mismo
tipo de células tomadas de un animal jéven, 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
estdn programadas para morir después de cierto numero de
divisiones. Esta muerte celular programada podria ser de gran
valor para el organisme como un seguro adicional contra
proliferacién desenfrenada de una célula en particular. Esto
significa también que la mayorla de las células que escapan de
los controles normales de la divisién celular, podrian dar lugar
solamente a pequeiias clonas de progenie celular antes de que
muera totalmente la poblac1én (107) .
Hasta hace poco, 1la diferencia fundamental entre las ceélulas
normales y tumorales radicaba en cambios en 1los niveles de

nucledtidos cleclicos celulares, fluidez de la membrana
lasmatica, protelnas secretadas, el citoesqueleto y el flujo de
iones, (114). Mientras que los mecanismos moleculares

involucrados en la carcinogénesis permaneclan ocultos.

Las diferencias en el potencial de ¢recimiento entre las
células cancerosas Yy las células normales en cultivo, estan
asociadas a menudo con cambios ciloesgueléticos conspicuos (115).
La reorganizacién del citoesqueleto que acompana estas
alteraciones en el comportamiento se refleja en dos cambios: las
células cancerosas son por lo general mds redondeadas y las
fibras tensoras se reducen en nimero, o estan ausentes. Estos y
otros cambioes, conocidos colectivamente como transformacién
neopldsica, pueden producirse en células normales por infeccién
con virus de un tumor, tal como el virus del sarcoma de Rous
(116). Este virus simple que causa cadncer en tejido de pollo,
sdlo tiene cuatro genes, uno de ellos (gene src) es la causa
unica de 1la transformacién: cuando este gene se activa, las
células son transformadas y se forman los tumores; cuando es
inactivo, las células parecen ser normales. Esta modificacién por
el producto del gene src puede causar los cambios en el
citoesqueleto observados después de la transformacién celular por
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iel.virus'del sarcoma de Rous. Algunas observacjones sugleren que

~egli‘crecimiento celular y 1la divisisén pueden ser .regulados
normalmente por sefiales recibidas via un citoesqueleto celular

organizado (117,118).

Un tipo de cdncer que paLece estar ' asociado con una
etiologla viral es el Cdncer Cérvico Uterino (CaCu). Este es el
de ..mayor incidencia en nuestro pals, ocupando el primer lugar
como - causa de muerte entre las enfermedades neopldsicas de la
mujer (119).

Pocas regiones del oxrganismo son tan propensas a sufrir
cambios patoldgicos como el tracto genital femenino y en relacién
con las patologlas tumorales, es la mis comin. Afortunadamente;
el 95% de las enfermas coh cancer incipiente pueden curarse (120)
a pesar de esto, el carcinoma de cérvix es la primera causa de
muerte de la mujer mexicana a partir de los 45 afies (121).
Los tumores del cérvxx se desarrollan de manera gradual a partir
de precursores preinvasivos, gque en un estado in situ reversible
pueden existir por varios afios siendo completamente
asintomdticos. Las anormalidades tempranas del cérvix, conocidas
como neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) se diagnostican
comunmente en mujeres que flucttan entre los 30 y 40 afios de
edad. Para gue un NIC evolucione a un CaCu invasor necesita de 8
a 20 afios (122) y en la mayorla de los casos se requieren de 5 a
10 afos para que las células transformadas penetren la wmembrana
basal del cérvix e invadan otros tejldos. Una vez ocurrido este
fendmeno las pacientes que no han recibido tratamiente, o que no
ban respondido a este, mueren usualmente en un perlodo de 3 a 5§
afios  (123). La etapa terminal del CaCu se caracteriza por 1la
invasién a otros ¢rganos y el consecuente blogueo de su funciénm.
Es conocido que los carcinomas tienen una gran capaCLdad para
diseminarse inicialmente por ocupacién de los nédulos linfaticos,
en los cuales se cbserva una reaccién hiperpldsica, lo cual
sugiere una respuesta del enfermo contra las células tumorales o
contra sus productos, misma que generalmente no resulta
suficiente para detener el avance de los tumores (124).

La etiologla precisa del CaCu es aun desconocida, sin
embargo se le ha asociado con una serie de factores causales que
van desde el compcrtamlento sexual hasta la presencla de ciertos
tipos de Virus del Papiloma Humano (VPH) . Por ejemplo estudios en
este campo sugieren gue podrla existir alguna relacién entre el
desarrollo de CaCu y el tabaguismo, ya sea directo o pasivo
{125). Se ha encontrado también que entre las mujeres gue han
consumido anticonceptivos orales por largos periodos existe una
mayor tendencia a generar CaCu (126, 127). Los anticonceptivos
orales ueden actuar como un co-carcinégeno en conjuncién con
agentes infecciosos (128).

El inicio de una vida sexual activa a temprana edad, 1la
multiparidad y el n&mero elevado de compaiheros sexuales son
factores de alte riesgo para el desarrolleo de CaCu dado due
aumentan la probabilidad de gue se adguieran infecciones
genitales (129). Entre estas quizd la de mayor peligrosidad es la
causada por el VPH.

Los VPH son una familia de virus con DNA, los cuales inducen
tumores epiteliales vy fxbronp1tellales de 1a piel o mucosa en
vertebrados. Estos tumores, conocidos con el nombre de papilomas,
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son ', generalmente - benignos,. muestran un crecimiento limitado "y
frecuentemente ~ sufren una regresién -espontdnea’ (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 gerlodo de latencia. Por. otra
““parte, .. un gran nimerc de estudios epidemiolégicos, clinicos,
- patoldgicos "y moleculares hechos durante este siglo indican ue

" el :CaCu podria ser una enfermedad producida por transmisién

sekual, y que el VPH puede ser el agente sexualmente transmitide

{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 nc ha tocado las paredes
p¢lvicas. Cuando la masa tumoral ha Invadido Areas gque no pueden
ser intervenidas quirirgicamente, o cuando se presenta metastasis
las opciones terapdéuticas son la radioterapia y la quimioterapia.

La radioterapia se ha venido desarrcllando ‘desde los
primeros afos de nuestro siglo hoy en dla se aplica con buenos
resultados en los estadios clinicos tempranos (135). En la
mayoria de 1los casos la radioterapia se usa para reducir el

. tamafio de la masa tumoral, asl! como para eliminar las células que
hayan sufrido transformacién en las dreas aledafas (136).

La quimioterapia esti basada en la aplicacién de fdrmacos
con efecto antineopldsico, su nivel de accién es muy amplio, y va
desde el bloqueo del procesc mitdtico hasta la inhibicién de 1la
funcién ribosomal. Generalmente los candidatos que son sometidos
a quimioterapia tienen un CaCu avanzado, un carcinoma recurrente,
después de cirugla o radiacién, o presentan metdstasis pélvicas y
en nédulos periadrticos, condiciones gque podrian limitar la
potencialidad del éxito con otros tipos de tratamiento.

Estas terapias comparten dos caracteristicas esenciales, no
actéan 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 vy
disminuyen notablemente su calidad de vida. otro factor
importante es que los éxitos clinicos obtenidos con su aplicacién
disminuyen al aumentar el desarrollo de la enfermedad, lo cual
deja slin esperanzas a las personas a quienes se les diagnostica
un cdncer 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 oncoldgicos. Para hacer esto
posible es necesario desarrollar programas de investigacién a
nivel celular y molecular dque aporten conocimientos gque permitan
una mayor comprensidn de esta enfermedad, que en base a ellos se
establezcan terapias mds adecuadas para esta patologla.

24



: El-estudio - de - fendmenos bioldgicos a nivel celular, es
~.determinante para  comprender el metabolismo en detalle de un
s-organismo. 0. iser  vivo ‘en. general. A pesar de los avances

presentados ' por el desarrollo de las técnicas de cultivo  de

tejidos,  es atn diflcil trabajar con ciertos tipos celulares

“ . debido . al desconocimiento  de las condiciones de cultivo

zparticulares. En este caso se encuentran las células epiteliales
-normales, las cuales presentan la problemdtica de no soportar un
. nimero ' de resiembras alto, son muy sensibles a cambios en su
“microambiente que 1llevan a alterar su metabolismo, y como
respuesta genernal, éstas tienden a inhibir su proliferacidn. Sin
embargo, basado en trabajos con estas células se han establecido
ciertas condiciones para este tipo celular, condiciones que
varlan dependiendoc del érgano del cual se obtienen y el objetivo
por el cual se estudian, aunque con la limitante del tiempo de
vida replicativa en cultivo (135).

Actualmente se realizan diferentes estudios en los cuales
estdn  implicadas estas células, estudios que tratan .de
proporcionar informacién que permita comprender el mecanismo
metabdlico gque las rige, con la finalidad de aplicar este
conocimiento a las patologlas que presentan una relacién directa
o indirecta con los epitelios. Un estudio en particular es el que
se lleva a cabo sobre el mecanismo regulador de la proliferacién
de células epiteliales, el cual aun no ha sido descifrado
totalmente, por lo gue su entendimiento permitiria, quizd, una
mayor comprensién de los carcinomas, la elaboracién de terapias
adecuadas para esta patologla y las que tengan relaciédn con este
mecanismo. Esto permitirla decrecer la tasa de incidencia de esta
enfermedad, disminuir los gastos por parte de las instituciones
de salud que tratan dicha patologla, y sobre todo, establecer el
ggnocimiento bdsico con su respectiva repercusién a lo larco del

iempo,
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T Las células epitellales y fibroblasticas normales en
“.cultivo,  “son.capaces.de proliferar y de secretar una gama amplia
de' ‘moléculas. ‘o factores con una funcién en especlfico, estas
© células -al alcanzar una alta densidad en el plato de cultivo
inhiben . su proliferacién de manera normal. Se ha reportadoc que
esta . inhibiciédn quizds esté dada por la secrecién en el medio de
cultivo - de un factor que presente actividad inhibidora de 1la
divisién celular (136). §i las células epitelilales y
fibroblasticas normales secretan al medio condicionado (MC) wun
factor con actividad inhibidora de la proliferacidn en la fase de
confluencia, entonces podria esperarse que el MC de estas
células, el cual presenta el factor inhibidor, pare o disminuya
la proliferacién de estas mismas células en la fase de
crecimiento exponencial. También podria pensars que si las
células normales secretan este factor para regular de manera
negativa su prcliferacién, la ausencia o disfuncién de este
factor podria quizds provocar upa desregulacién de la
proliferacidn, permitiendo una proliferacion positiva
incontrolada come la que presentan las neoplasias. Si la ausencia
o presencia del factor inhibidor es la causa de la desregulacién
de la proliferacién en estas ctlulas, entonces cabrla esperar que
al adicionar este factor presente en los MCs de 1las células
epiteliales y fibroblasticas en fase de confluencia a los
cultivos de cétlulas tumorales del mismo tho, el factor sea capaz
de inducir una inhibicién de la proliferacién en estas células.
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OBJETIVO- GENERAL.

ESTUDIAR . -EL - EFECTO INHIBIDOR DE LA PROLIFERACION PRESENTE
EN LOS MEDIOS .. .CONDICIONADOS : .DE CELULAS - EPITELIALES ¥
FIBROBLASTICAS . NORMALES . CONFLUENTES,  SOBRE ° CELULAS TUMORALES
DE CANCER CERVICO~UTERINO ¥ UNA LINEA TUMORAL DE
LARINGE = HUMANA (1IEP-2).

OBJETIVOS 'PARTICULAREvS:

1.1.~- -Establecimiento de cinéticas de prollferacién de células

epiteliales .y Elbrobléstxcas, asi como de -las: células
tumorales provenientes:de: cdncer cérvico-uterino y de ”la'c‘
. ;llnea tumoral de vejiga humana (HEP-2). L

1.2(—‘ Obtencién de medios condicionados de células epiteliales ;:‘7

Y- fibroblﬂsticas normales humanas en fase-de. confluenc1a.s

1.3.- Determinar. del. efecto inhibidor = de “los ‘ medld§ L
condicionados . :'producidos por ceélulas epltel;ales. Y
fibroblaAsticas - .‘en..crecimiento confluente,. ; sobre'’ 'la..

proliferacién . de.;células . tumorales de CaCu; y la:.:ldnea :::

'tumoral de vejiga humana (HEP~ 2)
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s Las’ células epltellales y fibroblasticas son obtenidas " de
un pieza quirdrgica:- de pacientes sometidos a histerectomla por
causas. diferentes a cdncer cérvico-uterino (CaCu).
: Una - vez obtenida la pleza quirtrgica es transportada en un
“medio ' de cultivo Eagle Medium {Gibco, U.S.A.) al 20% de suero
;. fetal :de bovino (Mlcrolab, México) a 4 grados centrigados -y
: procesada en las siguientes 2 a 3 horas. El procesamiento
- ‘consiste en la separacién por diseccién de la capa epitelial del
tejido  conjuntivo donde se encuentran los flbroblastos, ambas
partes son cortadas por separado en trozos pequefios (5mm),
sometidos a una disgregaclién enzimdtica por tripsina pancreatlca
(Slgma, U.S.A.) al 0.05%; ésta consiste en poner los trozos de
tejia en un matraz de fondo planc de 50ml con 30ml de tripsina
al. 0.05% a 37 grados centigrados, con agitacién durante 6O
minutos., Una vez concluido el tiempo de disgregado, déste es
decantado a un tubo de centrifuga de SOml, El disgregado es
centrifugado con 1ml de suero fetal de bovino (SFB) a 336.59. El
pagquete celular obtenido de esta disgregacién es resuspendido en
Eagle Medium (EM) al 10% de SFB de tal manera que las células del
paquete sean sembradas en platos de cultive de 5ml, con una
densidad celular de 500,000 células por plato. A la muestra de
tejido remanente en el matraz se le afiaden nuevamente 20ml de
tripsina y se continga durante 30 minutos mds; la mezcla de
tejido dlsgregado y tripsina se vierte a través de una malla de
naylon que permlte sdlo el paso del material disgregado dejando
los restos del tejido no disgregado en la malla, el filtrado es
centrifugado, resuspendldo y sembrado de manera similar al primer
disgregado. Los cultivos son puestos en una incubadora a 37
grados centlgrados, 5% de biéxido de carbono y una atmésfera de
htmedad a punto de roclo durante 3 dlas maximo, posteriormente,
se realiza el primer cambio de medio y se continta asl cada 5
dlas hasta alcanzar cultivos confluentes y peder llevar ha cabo
resiembras gue permitan obtener poblaciones de un sélo tipo
celular en caso de ser necesario. Obtenidas las poblaciones se
continua con las resiembras para obtener los MC en etapa
confluente y a la vez usar estas mismas células en los ensayos
experimentales.

CELULAS TUMORALES:

Las células tumorales son obtenidas de pacientes con_ CacCu,
estas piezas qulrurglcas son fragmentadas en trozos pequefos (de
3 a5 mm), y sometidos a una dlsgregac1én enzimadtica con tripsina
0.025% durante 20 minutos, de manera similar al procedlmlento
descrito para las muestras de tejido normal, se centrifuga el
material disgregado de células tumorales y se siembra bajo las
mismas condicliones que las células normales.
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EPITELIOS HUMANOS

EPITELIO PLANQ ESTRATIFICADO NO QUERATINIZADO
DE LA PORCION VAGINAL DEL CUELLO UTERINO.




: ~celu1ares de tipo epltelial T30y calo. provienen
arcinoma:de.cérix-humano,  -.la HEP-2:proveniente:.-de. L
; carcinom de laringe humana, son sembradas-en cajas-de cultivo de "~
°~10%  de. SFB ' en una:  incubadora:a. 37:.grados: -

'centigradgs,

punto rocio durante 5 o 6 dias en promedio de: acuerdo la

cada una’ de. 105,,
como : de. :las::

“deftalimanera’’'que;se;tiene
q ‘cgonfluent

"PROLIFERACIOH CELULAR'

B LA determinacién de Ia prolireracién celular fie éV&luhda“A
lutilizando sla 7 -técnica -de -cristal violota (137}, Que.- - “a - -
tcontlnuaciﬁn ‘se describe brevemente: : B

.a)- fijar las células con glutaraldehido-al 1.1 %
~b) degar secar las placas de cultivo al aire
< @) ahadir el colorante cristal viocleta al 0.1 %

.4d). lavar sutil y exaustivamente las placas con aqua
: desionizada o bidestilada de tal manera que el
colorante no_asimilado sea retirado de los pozos.

e) dejar secar las placas al aire libre.

) ahadir Acide acético al 10% (3ml), dejar en
. agitacién 20 minutos a temperatura del cuarto.
g) tomar lecturas en un espectrofotémetro a 590nm del

. sobrenadante de los pozos (3ml) y correlacionar
las absorbancias obtenidas con el nimero de
ctlulas.

CURVAS DE CALIBRACION:

La realizacién de las curvas de calibracién, son llevadas a
cabo con ceélulas previamente cultivadas en fase exponencial,
desprendidas del plato de cultivo con tripsina al 0.05% durante 5
a 10 minutos para células normales y 3 a 5§ minutos para células
tumorales a wuna temperatura de 37 rados centigrados. Son
colectadas en tubos de ensayo y centrifugadas a 336.59 para
formar un paquete celular. Una vez centrlfugadas, se afiade un
volumen espec?flco y las células son resuspendidas y contadas con
la ayuda de un hemocitémetro. Se toman allicuotas de 2 millones de
células y se colocan en pozos de 2.5 ml., Los pozos consecutivos
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‘Jﬁlncuba por: un espacio de 3 hrs

_deberan contener

020 ¥y g8e -realizan: diluciones sucesiva:

Una vez adheridas las =

= tumorales.y de .para-las ‘células normales
yise tifien para; determinar

ctlulas se fi]an con glutaraldehid
su densidad éptica.

CINETICAS DE PROLIFERACION:

Para realizar las cinéticas, es necesario que las células-se
encuentren en etapa de proliferacién 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 dlas y 6-8 dias de incubacién para células tumorales. Durante
este perlodo se fijan las células de cuatro cajas didrias con
glutaraldehido, las mismas que se tifien para determinar su némero

¢: hol cgenlza el"prlmer”

celular con la técnica de cristal violeta (137). Con los valoresr;

de densidad se construyen las graficas de tiempo vs den51dad.

EFECTO DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS:

La actividad de los medios condicionados. de:. ééidi65i~,ﬂ

epiteliales y fibrobldsticas confluentes, se determina mediante®
ensayos - experimentales en los que se prueban cada; uno::de:’los:
lotes de los medios condicionados sobre cultivos 'de " células - de
cérvix normal humano y llneas tumorales en. fase de’ proliferacisn’
exponencial.

MEDIO CONDICIONADQ TRATADO CON TRIPSINA:

El medio condicionado es sometido a la accién de tripsina al
0.05% en verseno, incubdndose a 37 grados centlgrados durante 30
minutos, una vez pasado el tiempo, es neutralizado el  efecto
protellitlco de la tripsina con suero fetal de bovino. Después
del tratamlento, el medio condicionado es ensayado sobre la
proliferacién de células tumorales en fase exponencial.
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DIAGRAMA'DE FLUJO. -~ -

'FIDROBLASTICAS ©-

ENSAYOS BIOLOGICOS
(EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA
DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS SOBRE LAS
CELULAS NORMALES Y 'PUMORALES)
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‘RE'SSULTADOS

Las células, de manera natural regulan su dlllslén, no
.obstante, se conoce poco de los factores que participan en el
‘mecanismo gue regula la proliferacidn celular. Se. conoce la
‘existencia ‘de ciertos factores de diferente naturaleza uimica
;que.estdn relacionados con la reqgulacién de la proliferacién, la

“ mayor parte de ellos estimuladores de la divisién celular. Se

sabe ademas de la participacién de elementos extracelulares, como
son - las hormonas o los factores de crecimiento, ue pueden ser
capaces de estimular o inhibir la proliferacién (8) - En
particular, 1las células epiteliales y fxbroblastlcas detienen su
proliferacién al encontrarse con otras células vecinas, fendédmeno
conocido como inhibicién por contacto, gracias a las técnicas de
cultivo de tejidos, se ha permitido el estudio de este fendmeno
en condiciones controladas in vitro, determipando la
participacién de elementos de natualeza proteica secretados al
medic por estas mismas células u otras de tipo diferente (16).
Las células epiteliales y fibrobldsticas se encuentran en una
estrecha asociacién, participan en mecanismos comunes como el de
reparacién de la piel, en la hematopoiésis, etc. Se han reportado
factores que secretan los fibroblastos que tienen efecto sobre
las ceélulas epiteliales (24), y no es de sorprenderse, que
sucediera a la inversa. Para estudiar el mecanismo que regula la
proliferacién celular de ambas estirpes celulares, es necesario
determinar vy caracterlzar las condiciones en las cuales estas
células proliferan; de principio, es primordial establecer gue
tanto proliferan estas estirpes en el tiempo y en un Area
determlnada, es decir, realizar una cinética de proliferacién que
nos permita establecer cuando dichas estirpes celulares se
encuentran en la fase de proliferacidn, y cuando se encuentran en
la fase de confluencia; para ello, se requiere de una técnica que
nos permita determinar el ndmero celular de forma precisa y
fadcil. Aunque se conocen algunas técnicas radicactivas como la de
1ncorporac16n de timidina tritiada por el DNA en la sintesis del
mismo, se eligié usar la técnica de incorporacién de cristal
violeta, 1la cual estd basada en la relacién que hay entre 1la
densidad dptica producida por la incorporacién del colorante al
nicleo de las células y el nYimero celular cuando se lee en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 590 nm (Ver material
y métodos). Primeramente, una curva patrén fue realizada para
cada una de las estirpes celulares empleadas en este trabajo,
tanto para células normales como para células provenientes de
tumor de Cervix y llneas celulares establecidas, dejando ver la
estrecha relacidn entre la densidad éptica y el nimero celular,
confirmado por el coeficiente de correlacidn determinado para
cada una de estas curvas (Fig. 1)

Una vez realizadas las curvas patrén de cada una de las
estirpes celulares, se realizarén las cinéticas de proliferacién
para determinar el comportamiento de cada una de las estirpes en
cultlvo, tanto para células normales, como ara la 1linea
epitelial HEP-2 proveniente de un tumor de laringe humana vy
células tumorales provenientes de biopsias de CAncer Cervico-
uterino (cCacu).
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CURVAS DE CALIBRAGION.

" DE EPITELIOS HUMANOS PE FIBROBLASTOS HUMANOS
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- Las células epiteliales Yy fibrobldsticas normales,
iprovenientes 'de Cérvix . normal, presentan un comportamiento
caracteristico, es decir, presentan cuatro fases; una fase

‘-, denominada de adaptacién la cual consiste en el tiempo que toman

las células para acoplarse a las condiciones de cultivo, con una
duracién de tres o cuatro dlas; una fase de crecimiento
exponencial que dura entre seis y siete dlas; una fase de
confluencia que inicia a partir del décimo u onceavo dia y que
dura de tres a cuatro dlas; la cuarta fase se caracteriza por la
disminucidn del numero celular a causa de la muerte celular
provocada por las condiciones del medio de cultivo. (figura 2).
Las fases presentan caracterlstlcas particulares pero comunes
para ambos tipos celulares, es decir, la fase de crecimiento
exponenc1a1 se caracteriza por una proliferacién fuerte -y
secrecidn de moléculas diversas al medio de cultive, mientras que
la ‘fase de confluencia presenta una fuerte inhibicién de la
divisidn celular manteniendo constante el némerc celular a 1lo
largo de tres a cuatro dlas después de la fase de creciniento
exponencial' una vez concluida la fase de confluencia, las
células tienden a morir por las condiciones téxicas del medio
(Ver figura 2). La diferencia mds notable en el comportamiento
entre las células epltellaleq y Eibrobldsticas es su tasa de

proliferaciédn, replicdndose 1.9 veces mds rdpido las cdlulas

fibroblasticas que las epiteliales (Ver tabla 1).

TIPC. CELULAR TIEMPO DE DOBLAJE
Calo 1.2 di;;,
i el
'ﬁﬁfjé"'l - iy dlas

Pibroblastos normales : HE
- humanos 2.8 dlas,

Epitelios. normales L
“humanos 5.4 dlas::

‘Tabla 1. . tiewmpos de doblaje, para epitelios y fibroblastos de
. . cérvix normal humano y célulad tumorales.

Ambos Lipos celulares presentan una fase de confluencia, en
la cual la divisién celular es detenida, quizds por un mecanismo
fisico, donde basta que las células esten en contacto unas con
otras ara inhibir su proliferacién, sin  embargo, esta

xplicacién no responde al hecho de que tanto en las células
epiteliales asl como en las células fibroblAsticas en cultivo,
aparezcan espacios vaclos que no son llenados por las células,
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CINETICAS DE PROLIFERAGION

DE EPITELIOS HUMANOS
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FIG, 2. CINETICAS DE PROLIFERAGION
DE CELULAS EPITELIALES Y
FIBROBLASTICAS DE BIOPBIAS
0E CERVIX NORMAL HUMANQ.
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“esto’ hace: pensar que quizas hay otro:factor gue interviene'eﬁ el

a7‘paro, de” la divisién celular, que es producido por si nismas,

‘secretado - al medlo de cultivo (medio condicionado MC), con::un

“-efecto . autécrino. 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 cinéticas muestran gue el paro de la

divisién celular se da a partir del décimo dla, lo cual quiere
decir gque el efecto del factor inhibidor de la proliferacidn se
encuentra en concentraciones adecuadas para llevar a cabo su
efecto, fue necesario colectar el medio de cultivo entre el
cnceavo y treceavo dia para células fibrobldsticas y epiteliales
normales respectivamente (Ver figura 2).

Por otro lado, 1las células epiteliales tumorales, tanto las
provenientes de CaCu, como la linea tumoral HEP-2, presentan una
tasa de proliferacién muy similar (ver tabla 1), todas mantienen
una fase exponencial contlnua, 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 saturacién total del drea de cultivo gue crea un
artefacto al estar determinando el némero celular (Figura 3). §Si
comparamos el comportamiento de las células normales con el de
las tumorales, podemos decir que las células tumorales presentan
una proliferacién continua, gue se replican 4.2 veces mds rapido
en promedio y no presentan fase de confluencia (ver tabla 1,
figura 2 y 3).

Continuando con las células normales, una vez gque son
colectados los WMC en fase de confluencia, se procedib a
determinar si éstos MCs presentan una actividad inhibidora de la
proliferacién celular, por lo que se llevd a cabo un ensayo que

consistid en cultivar células fibrobldsticas normales
provenientes de cérvix en presencia y en ausencia de el MC
confluente, evaluando su ndmero celular en la fase exponencial

{Figura 4).

- El ensayo, claramente muestra gue el medio condicionado de
fibroblastos en fase de confluencia, presenta una actividad
-'inhibidora de la proliferacién, la cual es capaz de inhibir hasta
un 40% de la proliferacién comparada con el control normal.

Una vez demostrada la existencia de una actividad inhibidora
presente en el MC de fibroblastos se cuestind sobre el posible
efecto inhibidor sobre la proliferacidn de cilulas tumorales, Yy
si los medios condicionados de células epiteliales presentaban el
mismo efecto sobre estas células tumorales, en particular sobre
epitelios provenientes de Cacu. Para dar respuesta a tal
cuestionamiento, se cultivaron células tumorales provenientes de
dos biopsias de CaCu denominadas ''Calo" y "T-3", y una Ilinea
celular epitelial bien establecida, proveniente de un cadncer de
laringe humana llamada HEP-2, a las cuales se les cultivd en
presencia y ausencia de los MCs de epitelio y fibroblastos
confluentes (figura 5).

La actividad inhibidora a la proliferacién de los MCs de
epitelios y fibroblastos normales confluentes, inhiben la
proliferacién de células tumorales provenientes de CaCu asi como
las provenientes de laringe humana. Su mayor efecto fue observado

36




| CINETICAS DE PROLIFERAGION.
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n7las : células de - cacu "Calo", las cuales - presentan una

iinhibicién _del '40% con el MC de fibroblastos humanos, sin.
“embarge, . el wmenor efecto lo presentan las células "T-3" y HEP-2

con el mismo medio condicienado (Ver figura 5),.

s Ya que las cé¢lulas cpiteliales y fibroblasticas normales,

.son - capaces de parar su proliferacién de manera natural con la

. intervencién de un factor inhibidor de 1la proliferacion,

. secretado por ellas y con un efecto autécrino presente en los MCs
de estas mismas en la fase de confluencia, el cual formaria parte
del mecanismo que regula la proliferacién de estas células,
cabria pensar gue las células tumorales de CaCu "calol, "T-34 y
la linea tumoral HEP-2, son células gque presentan una anomalia en
el mecanismo de regulacién de la proliferacién, esta anomalla
podrlia estar dada por 1la Jncapacldad de estas células a producir
el factor inhibidor de la proliferacién que se presenta en los
MCs de células normales del mismo tipo., Para estudiar este punto,
se realizd un enqayo en el que se cultlvarén las células "P-3% y
HEP-2 en presencla y ausencia de su propio medio condlclonado,
colectade en la fase de saturacidn (quinto-sexto dia de cultivo),
(Figura 6).

Los resultados obtenidos muestran gue el MC pzovenlente de
células tumorales no presenta ningun efecto sobre ellas mismas,
indicando aparentemente que las células tumorales "P-3" y HEP-2
no secretan al medio de cultivo un factor con actividad
inhibidora de la proliferacién.

Se sabe que las células en cultivo son capaces de secretar
al medic una diversidad de moléculas con efectos diferentes,
estas moléculas pueden presentar una naturaleza gqulmica en
particular, ya sea que se trate de una protelna, un llpido, un
azlcar o las posibles mezclas entre éstas. Como se menciond en el
marco tebrlco, se han estudiado factores que estimulan e inhiben
la proliferacidén celular, la mayor parte de éstos son de
naturaleza proteica. En base a ello, se traté al MC proveniente
de fibroblastus normales confluentes con una proteasa (tripsina
0.05%) con el objeto de saber si el factor presenta una
naturaleza quimica de protelna, la proteasa romperad a las
proteinas contenidas en el MC y si el factor es una protelna el
efecto de la actividad inhibidora de la proliferacidn presente en
el MC decrecerd o desaparecerd totalmente (Figura 7).

Los resultados muestran que el MC tratado con la proteasa
disminuy® su actividad con respecto al MC no tratado, 1lo cual

indica que es muy probable que se trate de un factor 'de- .-

naturaleza proteica.
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UiiLas’ células epiteliales y fibrobldsticas - son. dos' tipos-
celulares -que presentan caracterlsticas comunes, tales como su:
capacidad de adherirse, la habilidad para formar monocapas, la
.‘capacidad. ‘de regular su proliferacién a través de un contacto
“'célula-célula, - etc. Ambos se encuentran en estrecha relacién,
‘compartiendo microambientes en los diferentes érganos en los que
residen. El hecho de que estas ctlulas se presenten en todos los
“drganos que constituyen al ser humano, deja ver gque ellas
desempefian un papel importante en la funcién de los aparatos 'y
sistemas que constituyen a un individuo.
= De- manera normal, estas células presentan un mecanismo
regulador de su divisién, que permite en determinadas condiciones
" activar o inhibir su proliferacién. E1l estudio de este mecanismo
es de suma importancia, una comprensién detallada de los factores
que participan en este mecanismo y su modo de accién, permitirad
explicar como se desarrolla la patologla del cancer.

Las ceélulas epiteliales y fibrobldsticas normales, presentan
in vitro, eciertas etapas o fases de crecimiento que se expresan
deé "mwmanera secuencial a través del tiempo, estableciendo un
comportamiento caracteristico de éstas, como se muestra en la
figura 2. Parte de este comportamiento no se basa sélo en 1la
velocidad con que proliferan (tabla 1), estd basado también en la
produccidén de moléculas con una funcién especlfica con accién
autécrina o paracrina.

En la literatura se ha citado que las células epiteliales vy
fibroblAsticas son capaces de secretar al medio de cultivo
moléculas con actividad inhibidora de la proliferacién,
ejerciendo una accién autdcrina (12,17); tambi¢n se sabe de la
estrecha relacién entre ambas estirpes celulares, por lo gque no
serla una sorpresa que los fibroblastos secreten alguna molécula
que afectara a las células epiteliales de una forma positiva o
negativa sobre su divisién celular, El efecto observado de 1la
actividad inhibidora presente en el MC de fibroblastos
confluentes, muestra una accién autécrina sobre los mismos
fibroblastos cuando son sembrados en presencia de este inhibidor
y en una fase de crecimiento exponencial (Figura 4).

Esto indica gque el factor con actividad inhibidora se
presenta en una concentracién capaz de desempefiar su efecto en la
fase de confluencia. Sin embargo, esto no descarta gque este
factor no esté presente en la fase exponencial, ya que existe la
posibilidad de gue se encuentre en concentraciones incapaces de
ejercer su efecto de manera significativa.

El hecho de que los fibroblastos normales humanps secreten
una molécula o factor que inhiba la proliferacidén de células
epiteliales (accién pardcrina), realza aun mds la estrecha
comuniacién que existe entre éstos dos tipos celulares,
evidenciando que quizas ellas regulen su proliferacién de una
manera bilateral a través de factores secretados al medio.

A diferencia de las células normales, las células tumorales
presentan un comportamiento de proliferacién distinto, son mas
radpidas y su divisién es contlnua, esto es, no presentan fase de
confluencia (Figura 3).
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Tratando dé-dar  una explicacién-a-la:dlferencia  presentada’
entre:: células normales 'y tumorales -con respecto a “''su
proliferaclbn, se encontrd gue las células normales secretan-al
medio:’’de - cultivo un factor que inhibe la proliferacién: de ®si
‘mismas’ . en 'la fase de confluencia, mientras que las células
tumorales ' no presentan esta fase, indicando por lo . tanto, que
“dicha - fase en células normales estd dada por la secrecién de un
- factor .con. actividad inhibidora de la proliferacidn, el cual
requ1ere de una concentracién adecuada, estableulda por la
o densidad@ celular (Fig.2). Sin embargo, esto origina otra
i cuestidn, {por ué las ctlulas tumorales carecen de una fase de
confluencia?, quizds se deba a que ellas no son capaces de
secretar o producir el factor con actividad inhibidora presente
enh . los MC de células normales, o blen, no son capaces de
regponder a dicho factor por la carencia total o parcial de los
receptores especlficos para este factor.

Los resultados obtenidos en la figuras 5, apoyan la
hipétesis de que las células tumorales provenientes de cérvix y
la 1linea epitelial proveniente de tumor de laringe, son capaces
de responder al factor con actividad inhibidora de la
proliferacién presente en los MC de células epiteliales 'y
fibrobldsticas normales, evidenciando que éstas presentan. la
cantidad adecuada de receptores para el factor con actividad
inhibidora, y gque no son capaces de producir el factor de una
manera adecuada para responder a éste, Esto tltimo es apoyado por
log resultados que se muestran en la fxgura 6, en la cual las
células provenientes de tumor de cérvix no presentan una
inhibicién de la proliferacién cuando -son expuestas a su propio
medio condicionado. Ademds, el hecho de que las células HEP-2
respendan de la misma manera al factor que las provenientes de
tumor de cérvix, indica que quizds el factor tenga un efecto
comin para las células epiteliales independientemente del érgano
del cual son obtenidas.

Los resultados obtenidos anteriormente, denmuestran la
existencia de un factor inhibidor presente en los MCs de células
epiteljales y fibroblasticas normales. Ahora es necesario

determinar la naturaleza qulmica del factor, 1lo cual se consigue
sometiendo al MC donde esta presente el factor en estudio con
reactivos especlficos para protelnas, Lllpides, azicares o Acidos
nucleicos.

En base a que la mayoria de los factores que intervienen en
el mecanismo de regulacidn de la divisidn son moléculas de bajo
peso molecular y de naturaleza proteica, se esperaba ue el
factor con actividad inhibidora fuera de naturaleza proteica, lo
cual fue confirmado, o por lo menos aportd una evidencia al
respecto, cuando el MC donde el factor estd presente, fue
expuesto a una proteasa (tripsina), se obsevé que dicho medio es
afectado por esta enzima de una manera parcial, indicando que el
factor es de naturaleza proteica. El hecho de que el efecto del
MC no fue abhatido totalmente, se debe quizd a que no se utilizé
la concentracién adecuada de la proteasa (Figura 7).

El hallazgo de este trabajo, en el que se demuestra que las
células epiteliales y fibrobldsticas normales son capaces de
secretar un factor proteico que inhibe no solamente su propia
proliferacidn, sino que a su vez, en el caso de los fibroblastos

44




inhibe la prollferac16n de las células ep1te11a1es, suglere que
#iel'i'mecanismo: ‘que - controla ‘‘la proliferacién. de ambos  tipos
““celulares estd. interconectado, estableciendo ‘una estrecha
c-intercomunicacién entre éstos dos tipos celulares. Por otro lado,
el -efecto inhibitorio no sélo se observd en células normales,
"sino que ademids fue observado en células tumorales, lo que hace
“pensar que gquizds el estado malignicente de estas células
tumorales esté directamente relacionado con la ausencia del
factor inhibidor secretado por células hormales.

El encontrar un factor de naturaleza proteica con actividad
inhibidora de 1la proliferacién secretado por células normales,
presenta una gran aportacidn a la comprensién del Cancer Cérvico-
uterino, ya que establece que este cdncer estd relacionado de
manera directa con la falta de produccién de este factor,
.confiriendo un estado malignicente a las células epiteliales. E1
hallazgo da pauta a pensar que este factor podria ser utilizado
de una manera terapéutica para este mal, que como se menciond,
representa una gran incidencia dentroc de la poblacién femenina en
México, lo gque traerla como resultado no sdlo una posible
solucién o terapia mds adecuada para esta enfermedad, sino que
también el ahorro de millones de pesos a las 1nst1tuciones de
salud gque ofrecen tratamientos mds agresivos (quimioterapia,
radloterapla etc.) y costosos para contrarestar esta patologla.

Sin embargo, no basta con demostrar que existe un factor con
actividad inhibidora de la proliferacidn, el siguiente paso es
realizar una caracterizacién bioguimica y molecular gque permitan
comprender la estructura y funcién de esta proteina, que permita
determinar su mecanismo de accién dentro del proceso de
regulacibn de la proliferacién celular, y la obtencién de estd en
cantidades suficientes para poder ser aplicada a nivel
terapéutico.
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Nota: del medio preparado comercialmente (Gibco, U.S.A. ). -se .

-.diluyen 13.4 g/1, en agua bidestilada, 'se adicionan 3.4 g/l ‘de
bicarbonato de sodio, asimismo se agregan antibiéticos:
Penicilina G Estreptomicina a una concentracién de - 0,062 -y
0.1gr/l respectivamente.  Posteriormente se afora a un volumen de
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APENDICE No. 4:
PREPERACION DE REACTIVOS.

Solucién de versénor

sustancias: i
Tris base ,.....
Cloruro- de Sodlo......
Cloruro.de Potasio.........u.
Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA), P eiee el

Posteriormente se-agita. y se‘afora.aun itro, - ajusta
PH a 7.7 con Acido clorhidrico’10 .normaliy':'se esteriliza:
autoclave a ‘20 libras de presibn durante veinte minutos

Solucidn de tripsina.

Se  prepara colocando 0. 05 gri de tripsina )
tipo II cruda (marca Slgma), ‘en 100 ml de verseno,g
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Lo pore v
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-~ -temperatura. ‘'de 57 grados centlgrados durante 30 minutos,:'con-el.:.
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