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lll\RCO TEORICO 

El cultivo de tejidos i.n vitro es una técnica que permite 
aislar diversos tipos celulares, propagarlos y conservarlos 
dentro de los medios nutritivos en condiciones de laboratorio 
controladas, permitiendo el estudio de diversos procesos 
celulares en áreas tales como: diferenciación celular, genética, 
endocrinolog1a, etc.( 1). Es hasta ahora una de las principales 
técnicas que posibilita la identificación y caracterización de 
un gran número de (actores celulares, contribuyendo a la 
elaboración de modelos que expliquen la función, as1 corno los 
mecanismos de acción por los cuales tales factores actúan. 

Es por ello que el análisis de los procesos celulares in 
vitro, requiere del uso de sistemas que eotén estructurados de 
una manera simple, pero que puedan reproducir los complejos 
procesos que involucra la rcguluci6n del metabolismo de la 
célula. 

Uno de los procesos metabólicos más estudiados es la 
división celular, debido a la importancia que representa este 
mecanismo para la organización estructural y funcional de los 
seres vivos. Mediante la técnica de cultivo, ha sido posible 
establecer l~s ,condiciones de crecimiento de diferentes tipos 
celulares¡ sin embargo, pese a los esfuerzos realizados en el 
mejoramiento de medios de cult.1vo, existen ciertos tipos 
celulares de los cuales aún se desconocen las condiciones 
precisas que permitan mantenerlos por largos periodos de tiempo 
o inclusive crecerlos de manera uniformo in vitro. 

l\ún no se han precisado las condiciones de cultivo para 
los epitelios; no obstante, estas células son cultivadas en 
condiciones especificas depondicndo del órgano del cual fueron 
obtenidos (2). La importancia de los epitelios radica en su 
papel multifuncional dentro del organismo: Llevan a cabo la 
secreclón de diversos factores con acción autóC"rinn, purá.crina 
y end6crina, rcviston a todos los órganos asl como a cavidades 
ciel mismo cuerpo, intervienen en el proceso de regeneración de 
órganos, en la generación de células hematopoyéticas, sirven 
como barrera de protección contra agentes extraños etc. Para 
realizar dichas funciones, las células epiteliales forMan 
tejidos con una disposición celular diferente, que les permite 
además una funcionalidad especifica (J). 

Las células epiteliales poseen caracterfsticas altamente 
diferenciadas y funcionales, que les confieren cierta 
diversidad que da origen a l;: formactón de diferentes tipos 
de tejido epitelial con rasgos especificas. Sin embargo 
todas elL1s presentan cualidades comunes, como la polaridad 
celular y sus intcrconecciones, la capacidad de realizar 
un transporte vectori~l de solutos, la poca movilidad in vivo, 
y la retención de la capacidad de proliferar en reApuesta a un 
daf'í.o ti::mlar, a un factor especifico que estimule la 
proliferación celular etc., además, conserv.:.l.n la habilidad para 
regular su crecimiento, lo cual implica un proceso de 
replicación altamente controlado (4). 

Dentro del rnicroambiente en el cunl se desarrollan las 
células epiteliales existe otro tipo celular con c~racteristicas 



similares a la de los epitelios; ambas son adherentes, presentan 
una inhibici611 de la proli fcración por contacto, intervienen en 
los procesos metabólicos en los que están implicadas las células 
epiteliales etc. Tales células son los fibroblastos (5). 

El fibroblasto es la célula primordial del tejido 
conjuntivo, capaz de formar l~ sustancia fundamental y las fibras 
que constituyen al tejido conjuntivo. 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 resp•~esta a procesos 
inflamatorios. Los fibroblastos son células grandes, por lo 
general aplanadas, con un núcleo ovalado y un citoplasma 
escaso en forma de hu~o con grandes prolongaciones 
citoplásmicas que se extienden al exterior de la matriz, 
para conectar con las procedentes de otros fibroblastos, 
presentan un gran desarrollo de r8ttculo encloplásmico rugoso 
en relación con su actividad funcional, actividad que 
principalmente consta de mantener la integridad de los tejidos 
conjuntivos gracias a un lento y continuo recambio de los 
elementos extracelularc!s. La matr .i.z desempeña un papel de 
soporte para otra::; células, entre lus cuales están las r;élulas 
epiteliales, y permite la difusión de sustancias secretadas por 
los difere:ntes tipo~ celulares que radican en el tejido, 
estableciendo una comunicación colular de tipo paracrino y 
autócrino. 

La funcionalidad de ambas estirpes celulares ( epiteliales y 
fibroblásticas), se relaciona de forma directa a su capacidad de 
proliferación y a el grado de diferenciación que presentan. L<l. 
diferenciación en l?s células de los seres vivos, les permite 
realizar funciones especializadas que sustentan la 
organización estructural y funcional del organismo. Una 
alteración en el proceso de diferenciación trae como 
consecuencia el uumento en la capacidad de replicación celular 
o la disfunción de sus actividades especificas, originando 
una noopl6sia o una deficiencia metabólica, lo cual da como 
conoccuencia la muerte del individuo. 

Par.::i comprender ln relación existente entre las células 
normales y tumorales, ~s nece~ario entender y tener en cuenta que 
el cuerpo humano contiene más de 10 millones lle millones de 
células, las cuales crecen y se dividen en un ciclo continuo. 
Algunas de ellas llegan al final de un proceso denominado 
diferenciación, mediante el cual las células se especializan 
llegando a un punto en el que cesa la división celular, 
desl\rrollando ~structuras y funciones especiales y donde sólo 
pueden ser eventualmente reemplazadas por la división y 
diferenciación de otras células. 

En un organismo completamente desarrollado, las células 
diferenciadas de algunos tejidos, tales como las neuronas del 
sistema nervioso, pierden la capacidad de dividirse mientras que 
determinados tipos celulares de otros tejjdos, como las células 
epiteliales que revisten el aparato gastrointestinal, se dividen 
durant~ toda la vida del organismo teniendo ciclos continuos de 
divisiones mitótica.s. Entre lon extremos de proliferación 
anteriormente comparados, laD célula~ del higado, no presentan 
mitosis de manera normal en los organismos adultos, !10 obstante, 



retienen la capacidad de entrar en mitosis si las condiciones 
microambientales del tejido lo ameritan, por ejemplo en un daño 
tisular, en una respuesta inflamatoria etc. 

CICLO CELULl\R 

Como unidades altamente organizadas en un universo que 
favorece el desorden, las células están sujetas tanto al desgaste 
y a la destrucción corno a los accidcnteo. Por consiguiente, toda 
célula cot5. destinada a morir. Si un organismo debe continuar, 
tendrá que generar nuevas células a la misma velocidad a l<'\ que 
i11ueren. Por tal razón, la división celular es de importancia 
capital para la vida de todos tos or9anismos. En un ser humano 
adulto, por ejempla, se han de divid~r millones de células cada 
segundo, simplemente para mantener su status quo. 

El proceso de la división celular es visible nl microscopio~ 
consiste en dos procesos secuenciales: la división nuclear 
(denominada mitosis) y la división citoplásmica (denomin"ida 
citocincs.is). Poro antes de que u~rn célula tlpica pueda 
dividirse, debe duplicar su masa y todos los elementos que 
contiene. Sólo o.si es posible que las dos nuevas células hijas 
contengan los componentes que necesitan pnrn inici.ar su propi.o 
ciclo de crecimiento celular, después de la división. La ma)"Jr 
parte del trabajo necesario para la prepnración dt"'! lu división 
celular se produce de manera imperceptible dur;:rnte la fase de 
crecimiento del ciclo celular, que rcclbe el nombre de interfase. 
Ya que una célula pasa la mayor parte de su vida en interface, y 
sólo pcrfodos ocasionales en la fase de división celular. 

La mayor la de los componentes celulares se forman 
continuamente a lo largo de todo el periodo intcrftísico, entre 
dos divh::iioncs celul;irc~. Por ello rc.GUlta dificil de cstablocer 
fases estrictas en In progresión de la célula en crecimiento 
durante la interfase. Una oxcepción importante la constituye la 
síntesis de ADH, ya que el ADN del núcleo celular únicamente se 
replica durante una etapa limitada y muy concreta de la 
interfase. Este periodo recibe el nombre de fase S {S= síntesis) 
del ciclo celular. La otra fase concreta del ciclo es, 
evidentemente la fase de división celular que incluye la división 
nuclear (mitosis) y la división citoplásmica (citocinesis) que 
se produce u continuación. 'l'oda la fase de división celular 
recibe el nombre de fase M (M= Mitótica). Quedan por lo tanto el 
perlado comprendido entre la fase M y ol comienzo de la sintesiG 
de ADN, que recibe el nombre de fase Gl (G= gap del inglés 
separación), y el perlado comprendido entre el final de la 
síntesis de ADN y la fase M siguiente que recibe el nombre de 
fase G2. Por consiguiente, la interfase está cornpueata por 
sucesivas fases Gl, S y l.2, y normalmente nbarca un 90% o más del 
tiempo total del ciclo cedular. Por ejemplo, en las células 
eucariotas superiores que se dividen rápidamente, las divisiones 
celulares (fusa M} sucesivas que i.nterrumpcn la interfase se 
producen únicamente cada 16-24 horas, y cada fase M sólo dura 1 6 
2 horas. Un ciclo celular tlpico con sus cuatro fases sucesivas, 
se ilustra en la figur~ 1. 



Fig. l. Las cuatro fases sucesivas del ciclo celular. Después 
de la fase M, que consiste en la división nuclear (mitosis) y la 
división citoplásmica (citocinesis}, las células hijas inician ln 
interfase de un nuevo ciclo. La interfase comienza con la f anc Gl 
en leo que las células, cuyas actividades biosintéticas se han 
reducido mucho durante la mitosis, adquieren de nuevo una 
velocidad clevadu de biosintesis. La Case s comienza cuando se 
inicia la sintosis de ADN y termina cuando el contenido en ADN 
del núcleo se ha duplicado '-' los cromosomas so han r'""plicado (se 
dice que cada cromosomn consiste ahora en dos 11 cromátidas 
hermanas 11 idénticas). La c~lula pasa entonces a la fase G2, que 
termina cuando empiezil la mitosis. La fa a e M comienza con la 
mitosis (de ahi la 11 W1

) y tt!rmina con lR citocineais. Durante la 
primera part~ de la fa~c M, los crcmosomas replicados se 
condensan desde su estaco interfásico resultando facilmcmte 
visibles al microscopio óptico. La envoltura nuclear se 
desintegra, y cada cromosoma sufre unos movimientos exilctamentc 
orquestados que dan lugar a la separación de su par de cromátidas 
hermanas cuando se divide el contenido nuclenr. Se forman dos 
nuevas envolturas nucleare~, y el citoplasma se divide generand0 
dos células hijas, cada una con un sólo núcleo. El proceso de 
citocinesis termina la fase M y marca el comienzo de la interfase 
del ciclo celular siguiente. 



En los organismos utlÍcelularcs, taleG como laa bacterias y 
los protozoarios, existe una intensa presión da selección para 
que cada célula individual crezca y se desarrolle lo más 
rápidamente posible. Por tal razón, la velocidad de división 
celular suele estar limitada tan sólo por la velocidad a la que 
los nutrientes se pueden absorber del medio y convertirse en 
materiales cclulures. En los animales pluricelulares, la 
situación es distinta, los diferentes tipos celulares han 
perdido, en diversos grados, su capacidad de división rápida, de 
modo que su número pueda manb:mcr el nivel que resulte óptimo 
para el orgnnismo en ~onjunto: lo principnl es la supervivencia 
del organismo, no la , u.iJCrvivcncia de cuat~uiera de sus c6lulas 
individuales. Como consecuencia, lao 10 cólulas del cuerpo 
humano se dividen a diferentes velocidades. Algunas células como 
las neuronas, las fibras del músculo esquelético y los 
eritrocitos, no se dividen en absoluto deopués de diferenciarse. 
otras células, corno las células epiteliales que revisten las 
superficieo externas e internas del cuerpo (por ejemplo, del 
intcotino, de los pul1nones y de lil piel) se dividen continua y 
rápidamente durante todñ la vida del organismo. El ciclo de 
crecimiento y división de algunns célul<ls ea tan sólo de O\.:ho 
horns. Sin embargo, el comporturnicnto Lle la rnayor1a ctc las 
células animales se encuentra entre estos dos 11rnítco: aunque 
pueden dividirse sólo lo hacen raramente. Los tiempos observados 
del ciclo celular (denom.lnados también ticmpoo de generación) 
oscilan entre las B horas y los 100 d1as o máo. 

r..,a principal diferencia entre las células que se dividen 
rápidamente y lus que so dividen con lentitud reside en er 
periodo de tiempo que pasan las cólulaa en la fase Gl del ciclo 
colular. Algunas cólulas se dividen muy lentamente, permaneciendo 
en Gl durante dlas o incluso años. En cambio, el tiempo ncccoario 
pura que una célula pase desde ol .inicio de la filSC S hasta el 
final de la mitosis es notablemente constante, independientemente 
de la velocidad de división. 

Se pueden efectuar mediciones mucho más detalladas del ciclo 
celular cuando las células están proliferando en cultivo, y~1 que 
su medio ambiente rcsult~ entonces fácil de controlar y de 
manipular. La división celular en cultil/o se puede retardar o 
incluso detener / limitando el aporte de nutrientes csencia:...es, 
privando a las célul.:i~ de los LH.:torcG protéicos básicos de 
crecimiento, añudjendo concentraciones bajas de inhibidores de la 
s1ntesis protéica, o perm.i.tiendo que lns cé.lulas lleguen a ser 
demasiado numerosn~>. En cualquier~t de estos casos, el ciclo 
celular se detiene en la fase Gl. Este hecho implica que, una vez 
superada la fase Gl, la cólula completa las fases s, G2 y M. De 
hecho, diversos experimentos han demostrado plenamente que ol 
punto sin retorno conocido como punto de restricción (punto R) se 
produco til final de Gl. Una vez pasado rHcho punto, las célulao 
cornpletarlS.n el resto del ciclo a uu velocidad normal, 
independientemente de las condi.cionn5 C'.Xternas (6). 



FllCTORES DE CRECIJ!IENTO 

Las investigacior 0 s realizadas sobre el mecanismo de la 
división celular, csta:. leccn lu presencia de factores diversos 
que inciden sobre células blanco, desencadenando un efecto 
estimulador o inhibidor de tal mecanismo. Dentro de la gama de 
factores reportados se citan factores de crecimiento, 
hormonas, factores de adhesión, receptores celulares, la matriz 
extracclular y un sin número de eventos que dependen en gran 
parte del ~ipo celular implicado (7). 

Los factores reguladores del crecimiento, definidos corno 
polipéptidos que estimulan o inhiben la proliferación celular en 
cultivo y probablemente también para las células in vivo, son 
generalmente glicoprote1nas de bajo peso molecular quo se 
encuentran interactuando con la mcmbruna celular, sitio donde se 
unen a sus receptores. 

Dentro de los factores que regulan la proliferación 
celular, existen dos grupos, los que presentan una actividad 
reguladora positiva y los que presentan una actividad reguladora 
negativa. Con base en el hecho de que existe una fuerte 
interrelación entre los fibroblastos y las células epiteliales, 
y debido a la participación directa de ambas estirpes en la 
regulación del mecanismo de la división celular y ya que son los 
dos tipos celulares inplicadoo en el cáncer cérvico uterino 
(CaCu), se describen en particular los factores que 
intervienen en el mecanismo regulador de la división celular de 
estas dos estirpes celulares. 

En la década de los nos, el estudio de factores 
estimuladores e inhibidores de la división celular, presentó gran 
auge, dando como consecuencia el reporte de diversos factorC$ con 
tal actividdd. En 1903, Nagao y colaboradores reportan un factor 
inhibidor para la formaoion do f ibroblaatoa hum~nos d~ médula 
6soa, producido por c6lulas leucómicas (8) ; mientras que en ese 
mismo afio, Lernaire y Duba.is encuentran que los leucocitos 
mononucleares de sangre periférica estimulados con concanavalina 
A (Con A) o Fitohemaglutinina (PHA) producen un factor soluble 
que inhibe la síntesis de DNA y el crecimiento de f ibroblastos de 
pulmón, referido como Factor Inhibidor dol Crocimionto de 
Fibroblastos (FGIF: por sus siglas en inglés Fibroblast 
Growth Inhibitory Factor) (9) . 

ocstacanda el trabajo del grupo de Iypc y McMahon quienes 
reportaron un inbibidor do la proliferación hepática, de 
naturaleza protéh.:a y co11 un peso molecular de 26,0GO daltons 
(d), con un punto jsoeléctrico de 4.65, el cual inhibe 
espec1ficamente la diviai6n celular y la síntesis de ADN en 
células €piteliales normales de h1gado de ratu y no presenta 
efecto sobre célulns transformadas de hígado o célula~ de 
hepatomas en cultivo (10). Ya en tales trabajos se observa que 
la inhibición de 1'1 proliferación es regulada de manera 
parácrina asl como autócrin.1. De manera similar, Mordan y 
Toback, aport~n evidencias pilt".J. el control autócrino del 
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crecimiento de células epiteliales de rinón, trabajando con 
la linea epitelial de rinón BSC-1 y apoyando la hipótesis que 
establece que productos autócrinos con efecto opuesto sobre 
el crecimiento pueden regular la proliferación de células 
epiteliales renales (:~l). Walsh y col., estudiando la misma 
linea colular, encuentran que la proliferación celular y el flujo 
neto de sodio Na+ es inhibido por una protcina de 24, OOOd 
secretada por estas mismas células, sugiriendo que el control del 
flujo neto de sodio Ha+ y la pr.oliferaci6n en c6lulas epiteliales 
de riñón podr1a 58r mediado en parte por una prote1na celular 
secretada de manera autócrina (12}. 

La rcyulación par~crina de la proliferación de células 
fibroblásticas también fue ejercida por monocitos hur.ianos 
incubados con PHA, lipopolisacáridos bacterianos (LPS) o 
particulas de zimosán opsonizadas con suero. Los monocitos 
secretan al medio de cultivo cuando son estimulados con PHA un 
factor denominado Factor do Activación de Pibroblastoa-produoido 
por Monocitos {FAF-M: por sus siglas en inglés Fibroblast 
Activating Factor-Monocyte) con un peso molecular aparente de 
38,000d y otro de 10,000d de menor actividad, ambos libres de IL-
1 (13); de igual manera se ha encontrado que células monociticas 
provenientes de leucemin. munocitica tratada con mezerein, son 
capaces de condicionar al medio de cultivo libre de suero con una 
actividad estimuladora de la proliferación de fibroblastos (14). 
Esto sugiere que la regulación parácrina de la proliferación de 
fibroblastos puede ser regulada tanto de manera positiva como 
negativa. 

Estudios llevados u cubo por Harcl y col., en la linea 
r.elular normal de fibroblastos de pulmón de ratón denominada 3T3, 
la cual presenta como caracteristica primordial una inhibición de 
la proliíerctci6n por densidad, establecen que tal inhibición está 
relacionüda con la Gccrcción de un factor protéico de 40,000d 
denominado Factor Difuaible lnhibidor de cólulaa Normaloa 
(IDFN: del inqlés Inhibltory DiEfusible l'actor Normal) (15). 
Estudios paralelos sobre la misma linea relizados por Hsu y 
col., purifican del medi0 condicionado de células JTJ normales en 
fase de confluencia un inhibidor de la proliferación con acción 
autócrina, con un peso molecular de 13,000d denominado FOR-e (del 
inglés: Regulator Growth Factor), cuya actividad es inhibida por 
anticuerpos monoclonales que reconocen especif icamente al factor 
purificado, demostrando que porta la actividad inhibidora de la 
proliferación para las células antes re(cridaa (16). Por otro 
lado, netsholtz y Westermark, muestran que lu proliferación de 
fibroblastos de nPonato humano inducida por el Factor de 
Crecimiento Epidermal (EG~i y el Factor de Crecimiento Derivndo 
de plaquet.as (PDGF) (por ·>u5 siglas en inglés: Epidermal Growth 
Factor y Platclct Ocrived Growth Factor rE.spcctivamente) en 
~cdjos libres de suero, dn.penden de la densidad celular y de la 
concentrución de ca.lelo Ca++ cxtri.lcelular (17). 

En el aii.o de 1985, ya no sólo se encuentra una 
actividad inhibidora de la proliferación de fibroblastos y 
células epiteliales en los medios condicionados, sino que 
además se presenta en suero de rata, ratón y conejo. La 
caracterizi1ción del factor que presenta la actividad inhibidora 
en el suero de rata, revela que se trata de un factor protéioo 



libre de lípidos con un peso molecular de 220,000d, cuyo efecto 
es observado en células epiteliales de higado de rata bufalo 
( BRL) no transformadas, mientras que las mismas células 
transformadas con el virus del sarcomil de Rous son insensibles 
al inhibidor (18). En el mismo año, Slndcn y col. reportan la 
presencia de una rH.:tividad inhibidora en sueros de dos 
pacientes que han presentado falsas aneurismas repetidas, 
seromao e injertos no adecuados después de 18 meses de 
haberles realizado un injerto aortobifemoral, 
estableciendo lu presencia de tal actividad inhibidora con 
relación a una respuesta inmune o proceso inflamatorio 
ocasionudo por el rccha~o del ini~rto (19). El grupo de Holley 
reporta un inhibidor producido por las céluldo usc-1, lus 
cuales son célUlils cpitelialos de r1non de mono verde 
africnno. El i nhibidor es 5(~cretado ill mcclio de cultivo y 
presenta un peso molccu1,1r de 24,000 d, muy activo con las 
mismas células pero no con otras, capnz de inhibir la 
incorporac1on de timidina tritiada en un 50% en célulns 
CCL64 y células BSC-1, también estimula la formación de colon.las 
en agur blando de células AKH-2D, indic<:lndo que el factor 
denominudo inhibidor del crecimionto (GI del inglés: Growth 
inhibitor ) , estimula o inhibe el crecimiento dependiendo del 
tipo y características de lt1o células y lus condiciones del 
crecimiento (20). El mismo 9rupo de investigadores estableció 
que el IG t~ansformn un estimulo mitogénico a un estimulo 
hipertrófico para células tubulares proximales renales, con 
relación a la actividad antiporte de Na+;11+ (21). 

El análisis de algunos de los factores untcriormente 
mencionados, reveló que algunos de ellos presentaban 
características similares o idénticas, concluyendo que se trata 
de un sólo factor. Uno de estos casos es el Factor de 
Crecimiento Transfor.mante tipo beta (TGF-bcta del inglés: 
'fr.ansforrning Growth Filctor-betn) el cual anter iorrnente ura 
referido como f<tctor de inhibición de la diferenciación 
(DIF: del inglés Difcrentiation-inhibiting !actor}, 
inhibidor del crecimiento da células DSC-1 (GI: del inglés 
grouth inhibitor ) , cte. El estudio sobre dicho factor fue de 
mucho interés, desari·ol lando trabajos sot.·e su rnec;inismo de 
acción. Shipley y col., muestran que el 'l'GF-0 cstirnulu a las 
células AKR-2D a entrar a la fase S después de un 
prolongado intervulo pr:-creplicativo (?.2). .sin emburqo, la 
presencia de otros factores con actividad inhibitoria del 
crecimiento seguían reportándose, como ol que describe 
Eckcrt, LubbP., Schon y Grosse quienes mostra::-on que el TGF y un 
inhibidor del crecimiento de células epiteliales mamarias 
coexifiten en glándulas m.:imarias bovinas como factores de 
crecimiento separados (23). 

El TGF-B ha sido ampliamente estudiudo, se ha. reportado un 
efecto antagónico comparado con el efecto del Factor d~ 
oreciiniento de fibroblo.stos ( FGF, del inglés: (ibroblast growth 
factor) sobro la proliferación de células endoteliales de 
aorta bovina ( 24); se le ha asociado al factor inhibidor de 
la proliferación de células epiteliales dB tr."iquP.a alterados 
con carcinógenos, producido por células epiteliales de tráquct1 
norm<ll en cultivo, secretado al modio de manera óptima en 
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la tercera-cuarta semana, cuyas propiedades bioqu1rnicas son 
similares a las del TGF-B (25); además, se encontró que 
junto con el EGF ejerce un efecto opuesto y selectivo sobre 
la producción de protcinas secretadas por las células JT3 
murinas y por fibroblastos humanos (26}. Se han reportado otros 
factores inhibidores <liferentE.!s, tal es el caso del 
Inbibidor de crecimiento Epidermal (EGI) obtenido de plaquetas 
humanas, una proteina que E'-S capaz de inhibir el crecimiento 
de células no mnlignas de epitelio derivado de hígado do 
rata bufulo (DRL). El EGI es especS fico para células 
epiteliillcs, durante su purificaci6n, el EGl fue separado del 
TGF-beta, en cuyo caso purticular ~stimula a las células 
fibroblásticas de riñón de rata bufalo (NRK) en agar, en 
presencia del factor de crecimiento cpidermal (EGF). El EGI 
purificado mostró un peso molecular de 27,000 d, compuesto de 
dos subunidc1dcs de peso idéntico, y resultó ser estable al 
calor a goºc por 3 minutos, pero sensible a ditiotrcitol, 
capaz de inhibir lil proliferación de tres l 1-neas celulares 
epiteliales o maligrn\s de manera significativa (BRL, MDCK y 
BSC-1) {27). Otro factor tue descubierto por el grupo de Huang, 
quienes purificaron a homogeneidad <los proteinas derivadas 
de cerebro bovino, denominadas Factor d.e crecimiento 
Derivado de Cerebro (BDGF-A y n, del inglés: Bra.in-Derived 
Growth Factor), cuyo peso molecular es ele 16,000 y 17,000d 
respectiv:}mente, pr.csontando un punto isocléctrico de 5. 7 en 
ambos y con la misma uctiviclild mitogénica, actuando sobre•· 
células vasculares, células cndotcli.ales de aorta, 
condrocitos, ostcoblastos, células epiteliales, células 
gliales, fibroblastos y células de músculo liso (28). Sharma y 
Gehring, aislaron un factor da b~jo poao molecular con 
actividad inhibidora del crecimiento áe f ibroblaatoo, 
obtenida de fibroblaston de embrión de pollo, cuyas propiedades 
bioquimicas son: peso molcculnr menor de 2, OOOd, resistente a 
protcasas y {1cidos y cstnble al calor (29). Al mismo tiempo 
el grupo de Lcmaire, i.iucst.:ru que los macrófagos alvoolarcG 
son capaces de secretar un factor de crecimiento de 
fihroblastos {FGF, del inqlós: Fibroblast Growth f(; .tor), 
mientras que los 1.eucocj tos mononuclcares de sangre 
periférica estimulados con conr..:anavalina A (CoA) 1 producen un 
factor inhibidor de lu proliferación de fibroblastos (FGIF, del 
inglés: Fibroblast Growth lnhibitor Factor) en ratas a las cuales 
se les ha inyectado 5 rng y 10 mg de asbest~s (30). De los 
factores reportados, tod~s ellos son proUucidos y secretados por 
las células, sin embargo, Stein y Atkins caracterizaron un 
inhibidor de la síntesis d~ DNA asociado a membrana de oélulas de 
tibroblastoa diploidos humanos scnooentos, cuyas caracteristicas 
bioquimicas son sensibilidad a tripsina, calor y poriodato, 
sugiriendo que se trata de una glicoproteina (31). 

La investigación de los factores inhibldoros para 1987, 
consistió en estudios mas profundos de factores ya establecidos, 
como es el caso del 'l'GF asi como el descubrimiento do::? otros. 

En el caso del TGF, en este año se reportó la existencia de 
dos formas TGF-01 y TGF-Il2, con un 70% de similitud en secuencia 
de aminoácidos y con un potencial de inhibición idénticos al ser 
probado~ en células epiteliales. Sin embargo el 'rGF-Bl, presenta 
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una gran actividad inhibidora de la proliferación de células 
progenitoras hen1atopoyéticas, mientras que para el TGF-82 su 
actividad en tales células no es muy significativa (32) ¡ en 
otro estudio, se le a.socia ul TGf-Alfa en células transformadas 
con el virus Ad2 y SV40, que inducen la secreción de un 
factor similar ql TGF-Alfa, el cual inhibe lu unión del EGF a 
sus receptores. En el mismo trabajo se muestra que 
las células transformadñs con el virus SV40 pC!ro no las 
transformadas con el virus Ad2, secretan un poderoso inhib.idor 
mitogénico (MI), que actúa sobre células transformarlas y no 
transformadas de manera citostática, pr0scnta un peso 
molecular de 24,000 d y difiere del TGF-D por ser lábil al 
calor y tener una especificidad blanco diferente para su 
actividad antimitoqénica, además de inhibir la incorporación 
de tjmidina en linfocitos de bazo estimulados con CoA (JJ). 
El EGI prcvíumcnt<~ citado (27), por el mismo grupo de 
investigadores, reportó que los inhibidores podrían ser la causn 
predominante para la adquisición de tumorigenicidud, yn que 
encontraron que lus células mu, prcsent:.in un 50~ de 
inhibición en ~:.u proliferación cuando son e:xpucstas a 20pg/ml del 
EGI, pero no cuando son tt"ansformadas con el virus RSV (34). 

El factor di.fusible inhibidor (IDF) producido por la lincn 
celular 3T3, (B), decrece la sintcsis de ADN en fihroblastos de 
embrión de pollo asi como su pral iferación, sin embargo, cuando 
los fibroblastos son infectados por el virus Ny68 (un 
mutante del RSV), el IDF no inhibe su proliferación, 
sugiriendo que la expresión del oncogón en los fibroblastos, 
induce una disminución o pérdida en su sensibilidad nl IDF, 
lo que podria explicar porque las células transformadas 
escapan al factor inhibitorio, apoyando la hipótesis de 
que los factores inh ibidores podrían ser la cu usa predominante 
de tumorigenicidad al no ejercer su efecto sobre las células 
transformadas (34, 35). 

Los reportes <le inve:.:;ligildores en este ailo, tambi i?n citaron 
el descubrimiento de nuevos factores, como el que reporta iluggett 
y col., quienes caracterizan un factor l~hibidor de la 
proliferación hepática, obtenido do higado de rata adulta, con 
una actividad inhibidora 1000 veces mayor que Jos previamente 
reportados, presenta un rango de peso molecular de 17-19 Kd y no 
es afectado nl adicirm.ir anticuerpos contra. TGF-R {Jfi). El 
reporte del grupo de Mashima y col., resultó de pnrticular 
interés, ya que aiGluron un factor del suoro da conejo con 
actividad inhibidora de la proliferación, lo .interesante del 
factor es que presenta rnayor efecto anti-tumorigénico sobre 
células BRL transformadas por el virus RSV que sobre células DRL 
no transformadas, y sus propiedades son que no pasa a través de 
una membrana de lOK, sensible a tripsin.::i y di tiotrei tal y fue 
sepa rudo en dos espf:!cies con pI de 7. 5 y 'oJ. 5 ( 37). La relación de 
los factores con los virus, presentó un campo nuevo en el 
estudio de la malignidad celular, y no sólo se asoció a la 
insensibilidad adquirida por las células normales al ser 
infectadas por virus oncogénicos, sino que también, los virus 
son capaces de codificar protelnas con actividad inhibidora de 
la actividad de factores de crecimiento, y que dicha inhibición 
ocurre en parto por la inhibición competitiva de ln intcrilcción 
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del receptor para el factor de crecimiento, r:on el factor de 
crecimiento, corno lo establece el trabajo de Straycr y Leibowitz 
(38~. Por otro lado, el aislamiento de factores inhibidores 
com1enzu u ser comparado a través de anticuerpos policlonales y 
monoclonales, estableciendo similitudes estructurales y 
funcionales, como es el caso de el factor inhibidor derivado de 
glándula9 mamarias de bovino lactante (HDGI, del inglés: 
inhibitor growth dcrived mammary), aislado por Bohmcr et.al., el 
cual presentó similitudes estructurales y funcionales con el 
factor inhibidor del crecimiento de fibroblastos (FGI), 
originando la posibilidüd do que tales inhibi<lores puedan definir 
una nueva familia de moléculas reguladoras del crecimiento 
(39). El grupo de Feltham, reporta un factor que inhibo el 
crecimiento do fibroblnotoo, derivado de los mis~os (FOGI, del 
inglés: fibroblast derived growth inhibithor), CU)'as 
caracter1sticas son: es secretado únicamente cuando los 
fibroblastos son estimulados con ácido poliriboinosinico ó 
ácido poliribocitid1lico, con un pí>.SO molecular de 12 I<d, 
inhibe el crecimiento de ce lulüs r ibrob15stj cas diploides 
humanas en cultivo, células dcrivu.da!; de turnaren y c6lulas L 
derivadas de ratón (40). Un factor que en un principio fue 
conocido por su cñpacidad para permitir que lns células 
resistieran un crecimiento viral, denominado interforón (INF) 
(41), y que es considerado como una parte importante en el 
sistema de defensa de los verteb1:udor..;, presenta otras 
funciones además de .lu acción antiviral, ya que jueqa un 
papel fisiológico en la regulación de la respuesta inmune por 
interacción con células del sistema inmune asi como con sns 
células blanco, también funciona como factor diferenciador, 
como inhibidor del crecimiento celular, modulando ln. expresión 
de genes en células diferenciadas y corno participe en la 
regulación autócrinn de la proliferación celular (42). Este 
factor inhibe la sintesis de prote1nas y la pr-oliferación de la 
linea fibrobl5stic~ 3TJ de r~tón Suizo (~1). 

Los catudio:...~ dcsu.rrollados antr·~i._0rmünh• 1 JlHH?~trcin la 
capacidad que presentan las células para regular su división, sin 
embargo, la información obten~da hasta el momento no es 
suficiente para entender el mec.:mismo que regula la prolifet·ación 
de estas estirpes celulares, por lo que es necesario desurrollar 
trabajos con un mayor grado de información. Para 1968, se 
mantiene el nivel de investigación para dicho fenómeno, no 
obstante, se obl:iene informacjór1 más detullt.ttla, reportando 
nuevas funciones para factores ya conocidos ó la descripción 
de nuevos fuctorcs comparados con los ya conocidos, por ejemplo, 
se muestra que el TGF-B es capaz de regular la trunscripción de 
los ARNs mensajeros para el inhibidor del activador del 
plasminógeno tipo-1, fibronectina y procol{lgcna tipo-1, 
sugiriendo que el TGF-B puede funcionar también como \JO 

reguladoi.- de nctivictad proteolitica extracelular (44). 
También se mostró que es un inhibidor potencial d~l crecimiento 
con acción autócrina en lineas celulares de cilncer de mama 
humana con receptores negativos u estrógcnoa, sin afectar el 
crecimiento de las lineas celulares con receptor positivo a 
cstrógenos, pre.sentando la posibilidad de que pueda funcionar 
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como un inhibidor autócrino de la proliferación 6 como un 
factor de crecimiento de acción parácrina para células tumorales 
estromales (45). Además puede ser un potente inhibidor de la 
proliferación para algunos gli.omas {60 % de inhibicié-tl}, siendo 
menos sensibles los glioblastomas que los astrocitomas y los 
oligodendrogliomas, postulando la teoria de regulación del 
crecimiento autócrino negativo para células +1Jmorales, la 
cual establece que una producción reducida o una producción 
deficiente del inhibidol'.' del crecimiento normalmente encontrado 
en la célula, puede explicar la naturaleza uutónoma de algunas 
células tumorales (46). 

Por otro lado, se establece la interacción de la IL-1 y el 
EGF, mostrando un efecco aditivo, ~l potenciar l~ respuesta 
proliferativa cuando son aplicados de manera conjunta a 
fibroblastos Balb/3TJ (47}. Sin embargo, le:. capacidad de el 
sistema inmune para poder atacar il cólulas tumorales no se basa 
en una s6la molécula, ni en un sólo tipo celular. Es sabido que 
los linfocitos son las células que han mostrado un mayor 
potencial para destruir los tumores que otros tipos celulares, y 
que el ataque es llevudo a cabo por la participación coordinada y 
regulada de subpoblacioncs de: linfocitos, cuyo ataque es 
directo por_ contacto membrana-membrana 1 o por la secreci6n de 
moléculas con actividad citotóxica. Otro tipo celular del sistema 
inmune que también tiene la capacidad de ejercer una actividad 
citotóxica sobre células tumorales es el linaje 
monocito/macr6fago, los cuales son capaces de secretar moléculas 
con actividad citotóxica, como el factor de necrosis tumoral 
(TNF, del inglés: Tumor Necrosis Factor) 1 sin embargo, 
también se ha demostrado que las células tumorales son capaces de 
responder de una manera diferente a este factor, siendo m~s 
sensibles unas que otras, fen6meno que aún no queda claro. No 
obstante, Spriggs y colaboradores, mueütran que de 14 lineas 
epiteliales tumorales, ln r.iayorfa preGcnta receptores 
suficientes para TNP y presentan resistencia a el efecto 
inhibidor de el fac.:tor, sugiriendo que la resistencia no es 
ocasionada por la falta de receptores para 'l'NF ... m la superficie 
celular (4B). 

El aislamiento de inhibidores no ha sido especifico para un 
tipo celular, sino que al parecer, están involucrados diferentes 
tipos celulares, como es el inhibidor obtonido do al medio 
oondioionado do células provonienteo do louo6min 
miolomonooítioa iiguO.a, cultivadas con 12-0-tctradecanoil 
forbol acetato ('rPA, del inglés: tetradecanyl phorbol 
acetate), el cual presenta una masa molecular de 70,000 d con 
actividad inhibidora de f ibroblastos, pero no de monocitos, y 
con un efecto reversible, además de estimular la formación de 
colonias de macrófagos y granulocitos, y estimular la 
diferenciación de células leuc6micas hacia macrófagos (49). 
Además de la producción de los fjctores inhibidorcs por células 
normales, algunas células malignas son capaces de secretar 
inhibido res de la proliferación. Un cj cmplo es f:Ü inhibidor dol 
crecimiento de células transformadas { ·J.'GIF, del inglés: 
transformed cell growth-inhibiting factor), el cual inhibe la 
formación de colonias en agar de células provenientes de 
una línea derivada de carcinoma de mama, secretado al 
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medio de cultivo y se presentan dos fracciones con dicha 
actividad, cuyo pei;:;o molecular es de 110,000 y 55,000 d, (50). 

Los factores inhibidores o proliferadores, se obtienen de 
diversos tejidos y tipos celulares, cuyas caracteristicas 
generales son las de presentar su efecto sobre células tumoralca 
y normales, escaseando los factores que s6lo afecten a células 
tumorales. Shirazuna y colaboradores, describen un factor que 
inhibe la proliferación de células epiteliales y promueve su 
diferenciación cuando es aplicado en c6lulas epiteliales 
(HSGc-C5) provenientes de un adenocarcinoma salivar. El factor 
es secretado por f ibroblastos normales provenientes de la linea 
no tumorigénica WI-JB y no presenta efecto sobre si misma 
( 51). Relevante fue la aportación de evidenciu.s sobre ln 
malignidad celular, las cuales tienden n sugerir que ésta es 
mediada o causada por la alteración en las v1as de tranGducci6n 
de la señal y receptorct1 para moléculas reguladoras de la 
proliferación celular (52). 

Nueva información sobre factores reguladores ya conocidoa 
carncteriza los trabajos del área en estos últitrios años. 

Nod'l. y Voqcl mostraron que t~l FGF básico puede incrementar 
la expresión del qen que codifica para el TGF-B en cl~lulas 
similares a osteobl?..ntos cuando son entimuladas con el factor 
( 53) . Por otro lado, Sharmn y Dahiya, determinan que la sefial 
mi togénica del FGF b.:'i.sico no se inicia por la v1a de 
hidrólisis de fosfoinos1tidoa en células cpitelialas PCl2, 
sugiriendo además, que la seflalizaci6n mediada por el receptor 
para FGF básico no es transmitida por la vla de activación de 
la fosfolipasa e y que la respuesta mitogénica temprana asi como 
la síntesis de DNA son iniciaU.a.s independientemente de los 
l1pidos de inositol y de la activación de la protefna cinasa C 
(54). Sin embargo, Presta y colaboradores, a] trabajar con 
células FBAEAG 7600 normales y transformadas qu1micamentc FBAE GM 
7373, encontrarón que las célulai:; tran::;formadan mustrarón un 
nivel basal alto de nctividad de protelna cimu:rn C (PKC:dol 
inglés Protc.in Kinase C}. Estn cinaua es activada por el FGF 
básico, la cual intervienQ en la mediación de la actividad 
mitogénica del FGF básica, comprobado por el uso de un inhibidor 
de la PKC, para abolir la actividad mitogénica del FGF básico, 
tanto en células normales como en transformadas (55, 56). 

Los trabajos sobre al TGF-B, muestran que algunas células 
tumorales derivadas de epitelio traqueal da rata aon 
relativamente resistentes a la inhibición de la proliferación 
ejercida por el TGF-Bl (57,50). Por otro lado, el efecto del 
TGF-B sobre el crecimiento de célula9 epiteliales intestinales y 
del higado es también marcadamente inhibidora, desempeñando un 
papel regulador del crec.imietnto para este tipo celular en amt-os 
órganos (59,60). 

Plouet y Gospodarowicz, buscando la interacción existente 
entre el TGF-Bl y FGF básico, encontraron que el 'l'GF-Bl 
modula positivamente la bioactividad del FGFb en células 
endoteliales de córnea, sugiriendo que el TGF-Bl podria 
ac':uor a través de la regulación de sintesis del FGFb en 
células endoteliales de córnea bovina (61). HcPhcrson y 
colaboradores, muestran que el inhibidor de crecimiento 
encontrado en las células BSC-1 del mono verde africano es 
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similar al 'I'GF-Bl y 2 (62). En cuanto a información sobre 
el mecanismo de sefüllizaci6n moleculilr que presenta el 'rSF-B, 
el grupo de Mi.oh y Chcn, establecen que es capll.Z d0 inhibir la 
actividad e.lo adenilato clclasa en célultis cndotelialcs de 
arteria humana in v_itro (6J). Con respecto a situaciones 
patológicas, se ha encontrlldo una sobre expccs ión de 'fGF-al ra 
en epidermis Foriática acl.tt!lndo como CGtimnlador mltor;ónico de 
quc.rat:inocitos, cstablcciE'ndo que no ~~e debe rt una expresión 
d~ficiente ele un inhibidor del crecil\\lcnto cono lo es el 'l'GF-Bl 
{64). 

De a1(junos fuctor<Js yo conocidos, se ha olltcnido poca 
información, por ejemplo se determinó la actividad inhibidora de 
la proliferrición ejercida espccificmncntc por el INF-bcta 
contru 11ncns celulares obtenidas de carcinoma 001.orectal 
(65). Se ha mostríldo que el f.Jctor di fusible inhibidor tiene 
llna actividnd bifuncional ya quo actúa como un inhibidor de 
crecimiento celular y como un factor de crccimicnt.o similar a 
insulina (6G). El factor inhibidor derivado de higudo de rat<t 
presenta una acción moduladora positiv.:i y ni:?gativn del 
crecimiento en difcrcntcn sistcmi\s celulares, c•fecto ejercitlo de 
manera diferente al 'l'GF-Dl y el ·:'NF-ülfa en ;llcjunos tipos 
celulares (G7). El grupo de L\~lim'1nn, continuando con el estudio 
del MDGI, determina que co un factor protéico da p8so molecular 
de 14. 5 Kd y que su actividad inhibidora no es rostringida 
exclusivamente a las células epiteliales del tttmor ascítico do 
Ehrlich (60). También se encontró que el MDGI está relacionado 
con un antigeno de 70 Kd encontrado en el núcleo de células 
epitellales mamarios bovinus, indicando que 1?.l HDGI y el 
antigeno loculizildo en núcleo, podrían estar regulando la 
eY.prcsión génica del factor, teniendo un papel regulador de la 
proltferación celular que actúa a nivel génico (69). 

El descubrimicmto de nuevas propiedades en moléc.:ulds 
conocidas, fue un trabajo que despertó interés entre los 
investigadorc::;. Un ejemplo de ello f\le la demo:::.<LL·uc.ión <le que L1 
interleuoine.-6, tiene la capecidad de funcionar como un 
polipéptido regulador del crecimiento para célulds tlel higaUo in 
vivo (70). Por otro lado, surgieron moléculas aparentemente 
nuevas que presentaban propiedades regulador ns de la 
proliferación¡ tal c5 el Cdso de un inhibidor de f ibroblastos y 
células epiteliales cuya ucción es hloqt11)ar el ef€'cto del EGF y 
PDGF 1 dicho inhibidor actúa <='. través de la inhibición selectiva 
del proceso dependiente de la tirosinrJ. cina3a sin afectar 
respuestas similares obtenidas para hormonas, lns cuales no son 
dependientes de 1 ? activación de la tiro~>ina c:i..nasa (71). 
También se cncontt:6 que las células epiteliales confluentes de 
tráquea de rata normal, producen un inhlbidor que afecta la 
proliferación de células epitel ioles de forma negativa. Esto 
muestra que las células epiteliales podrian, e11 su g~ncralidad 
sin importar el órgano del cual se obtuvieron, s1~r capaces 
de producir un inhibidor <lo la proliferación como parte de 
su mecanismo regulador de la división celulur (72). i"\.ni mismo se 
encontró un inhibidor presente en e 1 extracto intestinal de 
ratón, que inhibe la prolifcrución de celulas epi tel i.alcs de 
colon, lo cual apoya lo anterior y señala que tales 
inhibidorcs presentan una acción p11rficrino (73). Por último, se 
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encontró que el leucotrieno D4 estimula la proliferación de 
células epiteliales glorncrulares, respuesta que es mediada por un 
intercambio de Na+/H+ y de la proteina cinasa C (74). 

Para 1990 y 1991, lu nportación de nueva información rebasó 
el nivel celular, abordtlntlo estudios bioquimicos y 
moleculares, aunque sir1 olvidar los estudios a nivel 
celular. Se in icinron estudios pn.ra caracterizar, de manera 
más comph~ta il los fuctore!"i de crecimiento ya conocidos, 
estableciendo no sólo t>U peso molecular, sino 
caracterizando su secuencia génica y lft via de transducción de 
ln señal que siguen algunos de ellos. 

Por ejemplo, G0 ~nc-ontró r¡uc el ARl~m para el TGl'~-Dl se 
incrementa en el h1gado durante la c<.lrcinagéncsis, y en el 
estadio temprano del proceso, las células OV<1les pero no 
los hcpatoc.itoG, contienen el ARNm del factor de crecimiento. 
Sin embargo, células ovilles no tumorigénicas inmortalizadas 
(linea celular LE/6) continuaron produciendo los niveles de 
l\RNm del fnctor en cultivo; el mensajero del 'l'GF-Bl decreció 
marcadamente durante~ la transformnci6n celular, pero los 
niveles dc:l mcnsuj0ro, nunquo gnncralmcmtc bajos, fueron 
diferentes en vario.s clones de celttl1Js tumorales. Unu 
cara e ter istica consistente con las l íncas tunar lgénicas fue una 
disminución o pérdid;i de la ~cnsibilidad al efecto del 
factor. Además las cél11las tumorales fueron c.:apacP.s de unirse al 
TGF-Bl con capncidad similar a las normales, teniéndo el 
mismo tipo de receptor (peso molecular: 280, 85 y 65 Kd) , 
indicnndo que la pérdida de 1 n scnsibil i<lnd al 'l'GF-Bl en células 
epiteliales de higallo tranformado involucra 1necanismos 
posterio;~es a la unión del receptor.. Evidcncins sólidas muestran 
que c-myc no es blanco para el 'l'GF-Bl en céluli}.s epiteliales 
de higado, lo que es consistente con la hipótesis de que el 
TGF-rn secretado durilntc la carci nog6ncsis en células de 
higrido, pue.de inhibir J.a proliferaci:Jn de células normales, 
proporcionando una ventaja ~:;electiva pur~1 el cr.ecir.iicnto de 
células que son pnrcialr.H2nle t1·an::;forr.\:i.d11.s y no responden al 
factor (75). La ilctivi<lad inhibidora del 1.'GF-D, se ejerce 
en la rase Gl del ciclo celular de célulan epiteliales, 
deteniéndolas en dicha f~sc y oc ha visto que está 3sociada 
con la fosforilación de una proteina cinasa (76). También oo le 
asocin como un regulador del activador de plasminógeno en 
cólulao cpitclialr.s norrn<l l~s y nooplásicas (77), ademá.s inhibe 
el efecto del PDGl·' a través de un bloqueo en ld goneraci6n do 
segundos mensajeros (IP 3 del ingl6:.>: lnositol trisphosphate) en 
células de osteosarcoma humano (78); es producido por diferentes 
tipos celu1rircs, entre los que se e0:ncucntran los fibroblastos y 
macr6fagos de pulmón (79, 80), células c~itelialen normales 
mamarias de rata (81), linfocitos, miocitos, condrocitos, células 
leucémicos y endotclia les cntn! otras. Al 'l'Gl"-alfa se le 
adjudicó un papel difcreonciador en don 11neas celulares do 
carcinom.J de colon (On, se le a.1oció con la carcinogénenio de 
piel y con la proliferaci611 de epitelio imnortalizado da 
tráquea de rata (83, B4). 

Se hn. demostrarlo que Pl FGF-bá.sico, es alnt;}Cei1ado como 
componente do ln matriz extracclular para apoyar la 
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proliferación y diferenciación celular. Este factor se encuentra 
ligado a heparinsulfato cm la matriz extracelular Y se 
libera en forma activn cuando el heparinsulfato de matriz 
extracelul<tr es degrudado por la heporinasa, sugiriendo que se 
trata de un mecanismo nuevo de regulación de la proliferac16n 
(85). En S<•bpoblacioncs de células derivadas de cáncer de mama se 
encontraron dos receptores para miembros de la familiil del FGF­
básico amplificados (86) y en conjunto con la interleucina-1 
beta (IL-1 beta), es capaz de .:ictivar ribroblastos dérmicos 
humanos (07), tnmbl6n mostró estar relacionado con la 
transformación celulai.· (88, 89), con la producción de la 
mielopoyésis en cultivos de médula 6.sell humunn cultivada (90) Y 
como un factor rnultifunci.onal para células neuroectodérmlcas 
(91) . 

Los estudios rcul iza.do::; aceL-ca del llff-<.\lf.J. establecieron 
que inhibe la prollfcración do la linea epitelial obtenida 
de un carcinoma de pros ta tu humana PC-3, c'.lyo efecto eo dosis 
dependiente y es mcdii\tlo parci<1lmcnte por el incremento en los 
niveles celulares de AMP clclico (92). En lo correspondiente al 
INF-gama, se demostró que en capaz de incrementar la 
expresión del gen que codifico i\l receptor para el EGF, en una 
11n0a c0lnlilr dcrivud,1 de un ca1-cinoma de m<lmi'I humana (93). 

El estudio de los factores anteriormente dencr·it.:rn, 
absorbieron la atención de la rnayoria de loo investigadores que 
trabajun en el áreu, sin embargo, el reporte de otros factores, 
conocidos o no, fueron l'egist1·ados; para el EGF, 5'2 mostró que 
existe una relación entre la expreslón de receptores y la 
respucGta ~l mismo en células de epitelio ovárico normal y 
en células epiteliales tumorales de ovario (94). So descubrió 
que la IL-1 os un rogula.dor aut6orino dol orcoimianto de 
cólulaa ondotelinloe humanan (9,), que presenta un efecto 
antiprolifernt.ivo sobre una. linea celular (NIH:OVCAR-3), 
derivada <.10. tm carcinomu ovArico humano y se prob6 que en 
diversos tipos celulares tuvo una. acción mitog6nlca y 
antimil.oqénica <.1soci<ldil con 1" inducci6n dP. ln !i!:Xprcsi6n del qcn 
gro (96 1 97), Se reportó t1na protoin~ con efecto similar al 
(;1ctor de crecimiento ner.viosn (NGF) r que modula la interacción 
parácrina entre una linna celular epitelial neoplásica y 
las células estromules de próstata humana (98). Se determinó que 
el fenotipo transformado está asociado con la expresión de 
receptores para insuUna en filJroblastos y células de ovario 
(99), y se probó que lo$ eet.régonoa inducen la proliterraci6n 
y diforonciación do células epitelinloo 11.o end.ometrio 
(100, 101). En el rnisnto af\o se n:.alizaron c:;:;ti..:.dios sobre 
fnctorc~ inhl\:ddor.es no muy conocidos, como fue el estudio hecho 
por el qrupo de Douzinas y colaboradores quienes reportan el 
erecto de un inhibidor de epitelio de intestino delgado 
humano, que actúa sobre el epitelio de lo mucosa intestinal. Ese 
factor ha demostrado ~cr no citotóxico y especifico para el 
tracto digestivo y, particularmente, para el int~stino 
delgado, con una acción reversible y dependiente de la doois. La 
purificación del factor obtenido del medio condicionddo de 
tales células epiteliales, dió como resultado una prote1na de 
bajo peso molecular de aproxilnadamente 15 Kd, denominada PII 
(por sus siglnn on inglés Purified Intastino.i. Inhihitor). se 
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probó también, que la acción del factor provoca la d(!tención de 
las células en lñ fase Gl del ciclo celular. Los datos 
apoyan la hipótesis que establece que la regulación de la 
proliferación celular os mediadti por inhibidores endógenos a 
nivel epitelial (102, 103). Por otro lado, C'.l grupo de Shoji 
establece que los f ibroblilstos de pulmón producen un factor 
con activldad estimuladora del m.~ccimlcnto sobre células 
epi tel ialcs branquia 1 es, e 1 cual es se ns ib le a protcusas, 
estable en ácido, sugiriendo que es de naturaleza protóicn, y 
al ser cromatoqrafiado presenta una masa molecular de 6,000 d 
(104). 

Se ha observado la relación de otros factores con la 
transformación milllgn<l, y ~e hu ~\saciado a diferentes causas. Se 
asoció a oncogcnes tales como el K-fgfst, e-Ha-ras, v-raf y v­
mos (105, 106, 107); a virus, como papilomavir•.is (liJO), virus 
SV40 do mono (109) y il iindrógcno.<; (110), entre otros, 

Los trabajos sobre fatoro~ de crecimiento h<ln ido 
disminuyendo co11formc se avanza en su caracterización, al surgir 
nuevos factores y ser dcbidnmc>ntc estudiados, se encontró que 
pr~sentaban caractcr1sticas muy ~imilaros con loe ya 
estudiados, estableciendo una homogeneidad entre ellos. Esto 
sugirió que los ructores podr1an ser agrupados en familiat:. 
dependiendo de sus propicdadc:?S funcionales, bioqu1micas y 
moleculares, aunque no quicr0 decir que todos se agruparon 
dentro de vstas fa mi 1 ias, ya que algunos no pudieron ser 
clasificados por sus cnracter1sticns especificas, por ser 
pai.:ticulares de a lgun órgnno C3pcc 1 f icamcntc , o su masil 
molecular Vür1a a pesar de ser secretado por el mismo tipo 
celulur, sugiriendo que sen factores nimilarcs funcionalmente 
pero de estructura diferente. 

Para 1992, el estudio sobre factores de crecimiento se basa 
en análisis bioqulmicos y moleculares de los (actores ya 
estahlt:>cidon. nin P.mbargo, los estudios bioquimi<.:uG y molecuJ.ates 
no son suficientes pura coraprcndcr el mecanismo do ;:icción de 
los mismos, por lo qUC" en lo~> úl tir;;os .:u1on, ¡,;,omen:t.d.ron .i 

realizarse estudios enfocados a dilucidar los mecanismo de 
traducción de la señal que implican dichos factores. 

El grupo de Shayman, reportó que el crecimiento de cólulas 
epiteliales renales es modulado por una glucosilccramida, 
existiendo una asociación con una proteina cinasa e, esfingosinas 
y diacilglicerol (111). Heis.s y Nuccitelli, revelan que lu 
.inhibición de la fosforilación en tirosina, previene el efecto 
mitogénico inducid0 por la trombin~, sin pr.ovocilr un aumento en 
los niveles de calcio intracelular libre en células vasculares de 
músculo liso (112). Por ctro lado, se reporta que la señal de 
transducción para el F'GF-b pe:::o no para el TGF-Bl, involucra el 
metabolismo del ácido araquidónico en células cndotelialcs (113), 
sin embargo, el grupo de Presta reporta que el FGF-b requiere de 
una activación prolongada de la protcina cinas..i e para inducir la 
p1·olif2re.ci6n en células cndotclialcs uórticas transforJnadas de 
bovino fetal (]14}. El mismo año, se encontró que la IL-1 es 
capaz de modular la señal extracelular regulada por protelnas 
cinasas asociadas a microtúbulos, a través de la alteración en 
los niveles de fosforilación de éstas (115). 
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No basta la caracterización molecular y bioquimica de los 
factores para comprender el mecanismo de acción. Muestra de ello 
es el estudio que realizó Hannocks y colaboradores en el que 
describen la existencia de una regulación proteolitica para el 
FGF-b, IL-1 y TGF-8 en células estromales de médula ósea humana 
(116), sugiriendo que la interacción de tale!3 moléculas con la 
matrj z cxtracclulur son uno de los tantos niecan.ismos de 
regulación para los factores. 

A pesar de la gran cantidad de factores estimuladores o 
inhibidores de la proliferación, aún se desconoce cuál es el 
mecanismo de acción de los mismos. 

Besner y Klagsbrun, en 1991, reportan un factor obtenido del 
medio condicionado de macrófagos, el cuul presenta actividad 
inhibidora de células endoteliales, denominado MD-ECI (del 
inglés: macrophago-derive'3 endothelial cell inhibitor), el cual 
es distinto del •rGF-n y el TNF-alfa. Este inhib:ldor detiene la 
proliferación de células endotclialcs basales así como el 
crecimiento de células endotcliales estimuladas con el FGF, 
siendo su efecto dosis dependiente, no tóxico y reversible (117). 
En la tabla 1 se muestran loi::; factores más importantes reportados 
entre los af\os de 1983 y 1392 con actividad cstimulñdora o 
inhibidora de fibroblastos y células epiteliales. 
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TABLA I 
FACTORES ESTIMULADORES E INl!IBIDORES DEL CRECIMIENTO DE CELDLAB 

EPITELIALES Y FIDROBLABTICAB llAB IMPORTANTES REPORTADOS ENTRE 
1983 y 1992. 

FACTOR 

Factor inhibidor del 
crecimiento de 'lbro­
bl Qstos (FGIF). 

Inhibidor do la pro­
liferación hcp5tlcil.10 

ractor de activación 
de fibroblastos pro­
ducido por mon~citos 

(FAF-M) 1 

Factor difusible in­
hibidor de cél~las 
normales (IDFN) 

Factor de crecimien­
to epidermal (EGF) 17 

Factor de crecimien­
to derivado ~1 pla­
quetas (PDGF) 

Factor inhibidor de 
la proliferación pre­
sente en suero de 
rata. 18 

Inhibidor d~/; creci­
miento (IG) 

ACTIVIDAD 

INHIBIDOR DE 
FIBRODLAS1'0S 

INHIBIDOR DE 
f!BROULASTOS 

INHIBIDOR DE 
EPITELIO 

ES'r !MULA LA PRO­
LIFEHACION DE 
FIBROBLASTOS 

INHIBE LA PROI,I­
FERACIOH DE FI­
BHOULASTOS 

INHIBE LA PROLI­
FERACIOH DE l'I­
BHOBLASTOS 

ESTIMULA LA PRO­
LI FERACI ON DE 
FIBROBLAS'ros y 
EPITELIOS 

F.S1'IMULA l.A PRO­
LIFERACION DE 
FIBROBLASTOS 

INHIBE L<\ PROLI­
FERACION DE CE­
LULAS EPITELIA­
LES 

INllI!JE LA PROLI­
FERAC!Oll DE CE­
LULAS EPITELIALES 

PESO MOLECULAR 
on daltons (d) 

ND 

ND 

26,000 

38,000 
y 

10,000 

40,000 

13,000 

6,000 

31,000 
'{ 

20,000 

220,000 

24,000 



Inhibidor del creci­
miento de células e­
piteliales mamarias.23 

Factor de crecimien­
to de f ibr~~lastos 

(FGF) 

Inhibidor dol creci­
miento cpidc29a1 

(EGI) 

Factor de crecimien­
to derivado de c~Üe­
bro (BDGF-A y B) 

Factor con actividad 
inhibidora del creci­
mien~~ de fibroblas­
tos. 

Factor inhibidor de 
la pro11¡eraci6n he­
pátic ... i. 

Factor inhibidor de­
rivado de ql~ndulas 
mamarias de bo~~no 
lactante (MDGI) • 

Inhibidor del creci­
miento derivado de 
fibroblastos (FDGI) ,40 

Interfer6n41 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE EPI­
TELIO DE MAMA. 

ESTIMULA LA PRO­
LIFERACION DE E­
PITELIO Y FIBRO­
BLASTOS 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE EPI­
TELIO 

ES'l'IMULA LA PRO­
LIFERACION DE E­
PITELIO Y FIBRO­
BLASTOS 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE FI­
BROBLASTOS 

INHIBE LA SINTE­
SIS DE ADN EN 
FIBROBLASTOS 

INHIBE LA PROLI­
FERACIOll DE EPI­
TELIO 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE EPI­
TELIO 

INHIBE LA PROLI­
FERACIO!I DE EPI­
TELIO MAMARIO 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE FI­
BROBLASTOS 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE EPI­
TELIO Y FIBRO­
BLASTOS 

ND 

16,000 

27,000 

16,000 
y 

17,000 

2,00Q 

ND 

21 

17-19. ººº 

10,000 

14,500 

12,000 

19-26,000 



Inhibidor derivado de 
células de leucérnia 
rnielomonocitica aguda. 49 

Inhibidor del crecimi­
ento de células 5oans­
f orrnadas (TGIF) . 

Interleucina-670 

Interleucina-19 5 

Inhibidor intestJ:'.3a1 
purificado (PII) 2 • 1º3 

Estr6genos1ºº• 1º1 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE FI­
BROBLASTOS 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE CE­
LULAS DE CARCI­
NOMA DE MAMA 

ESTIMULA LA PRO­
LI FERACI ON DE E­
PITEI,IQ 

INHIBE LA PROLI­
FERACION DE EPI­
TELIO DERIVADO 
DE UN Cl\FCINOMA 
OVAHICO HUMANO 

INHIBE LA PHOLI­
FERACION DE EPI­
TELIO DE LA MU­
COSA INTESTINAL 

ESTIMULAN LA DI­
FERENCIACION Y 
PHOLIFERACION DE 
EPITELIO ENDOME­
TRIAL. 

70,000 

110. ººº y 
55,000 

26,000 

17. 000 

15,000 

22 
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DIOLOGIA DEJ, CANCER 

Normalmente la tasa de división celular en los tejidos es 
controlada por mecanisr.10s que permiten a las células dividirse 
ünicamente si se necesitan nuevas cólulas. Por ejemplo, las 
células quiescentes del higado son estimuladas para dividirse 
rápida.mente. después de que se elimin& una parte del hígado, y 
dejan de dividirse tan pronto como la mus~ normal del hlgado se 
ha restaurado. El mismo tipo de división celular limitada se ve 
en la piel que ha sufrido algún daño. Sin tal mecanismo de 
control por retroulimentación de la división celular, la forma y 
consecuentemente la función de t.in animal multicclular seria 
destruida" rápidamente, yu sea por una divif.üón cclnlar excesiva 
(como ocurre en el cáncer) o por una falla para reemplazar las 
células muertas en los tejidos que normalmente experimentan una 
pérdida continua de célul<is (como el tejido epitelial). 
Mecanismos reguladores similares también son importantes para el 
desarrollo ordenado de célulaG y tejidos durante la embriogéncsis 
( 118). Las células del cáncer muestran \Jn núr.i.oro de propiedades 
que las hacen peligrosas para el huésped incluyendo a menudo su 
habilidad para invadir otros tejidos y para inducir crecimiento 
interno vascular, lo cual asegura que las células proliferantes 
del cáncer tengan un suministro adecuado de sangre (119). Sin 
embargo, una de las caractcrlsticas que definen a las células 
cancerosas es que responden anormalmente a los mecanismos de 
control que regulan la división de las células normales, y que 
continúan dividiéndose de una manera incontrolada hasta que matan 
al huésped. 

Hasta hace poco tL~mpo, se proponia qne la di.ferencü1 
fundamental entro L:ts células normales y tumorules radicaba en 
cambios en los niveles de nucleótidos c1clicos celulares, fluidez 
de la membrana plasmática, proteinas secretadas, el citoesqueleto 
y el flujo de iones, por mencionar unos cuantos (120). Mientras 
que los mecanismos moleculares involucrados en la carcinogénesis 
aún se desconocen, es claro que las células cancerosas están 
menos sujetas a la mayor1a de los mecanismos de retroalimentación 
que controlan la división ccüular normal, tanto in vivo como in 
vitro. Por ejemplo, las células cancerosas continúan dividióndose 
en cultivo más alla del punto en el que las células normales se 
detienen por inhibición por contacto, proliferando y apilandosc 
una sobre otra ( 121}. Además las células cancerosas requieren 
menos cantidad de factores de crecimiento que las células 
normales para poder sobrevivir y dividirse en cultivo, incluso en 
algunos casos puede ser porquo producen sus propios factores de 
crecimiento (122). 

Una segunda diferencia fundamental importante entre las 
células normales y cancerosas es que l~s células cancerosas, como 
población pueden dividirse indefinidamente (123). En contraste 
casi todas las células normales en mam1feros mueren, después de 
un número limitado de divisiones. Por ejemplo, cuando los 
fibroblastos normales de mam1fero proliferan en cultivo, se 
dividirán entre 20 y 50 veces en promedio, dependiendo del animal 
del que fueron extra1dos. Conforme avance el cultivo, las células 
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individuales tardarán cada vez más tiempo para dividirse, es 
decir alargan su ciclo celular, y eventualmente toda la población 
cesará de dividirse y morirá. En general, las células tomadas de 
animales viejos se dividirán menos veces en cultivo que el mismo 
tipo de células tornadas de un ilnimal joven, sugiriendo que las 
células viejas ya han tenido muchas de sus divisiones asignadas 
mientras formaban parte del tcj ido en el animal integro. Tales 
observaciones han llevado a creer que las células diferenciadas 
estan program~das para morir después de cierto número de 
divisioneu. Esta muerte celular programada podria ser de gran 
valor para el organismo como un seguro adicional contra el 
crecimiento descnfrenudo de una célula en particular. Lo que 
significa que la mayoria de las células que escapan de los 
controles normales de la división celular, podrian dar lugar 
solamente a pcqucí'las clonas de progenie celular antes de que 
muera totalmente la población (110). Las células cancerosas 
proliferan fácilmente con niveles bajos de suero y son en muchas 
ocasiones, capaces de crecer mientras es tan suspendidas en gel 
agar; además, en general no detienen su proliferación cu.ando ya 
han cubierto la caja de culti·Jo, como lo hacen las células 
normales, sino que continúan apilandose hasta que alcanzan una 
gran densidad. Las di fcrencias en el potencial de r:rec imiento 
entre las células cancerosas y las células normales en c..:ultivo, 
están asociadas a menudo con cambios citocsqueléticos conspicuos 
(124). La reorganiztlción del citoeGquelcto que acompafla estas 
alteraciones en el comprtamiento se refleja en dos cambios: las 
células cancerosas son por lo general más redondeadas y las 
fibras tensoras se reducen en número, o estan ausentes. Estos y 
otros cambios, conocidos colectivamente como transformación 
neoplásica, pueden producirse en células normales por infección 
con virus de tumor, tal como el virus del sarcoma de nous (125). 
Este virus simple que causa cáncer en tejido de pollo, sólo tiene 
cuatro genes, uno de ellos (gene src) es la causa única de la 
transformación: c.:uundo este gr:me se activa, los células son 
transformadas y se íorr.rnn lo¡; tumores; cuando es inactivo, laG 
células parecen .ser normales. Recientemet.e se ha demostrado que 
el producto del gene src es una cinasa con una espcclf icid3d poco 
común .. La cinasa cataliza la fosforilación en residuos tirosina 
en un subgrupo particular de prote1.nas celulares, siendo la más 
interesante desde el punto de vista del citoc~queleto la 
vinculina. Esta proteina esta asociada con las placas de adhesión 
y se piensa que es importante en el anclaje de los filamentos de 
actina a la membrana plasmática. La modificación por el producto 
del gene src puede causar los cambios. en el citoesqueleto 
observados después de la transformación celular por el virus del 
sarcoma de Rous. Algunas observacioneo sugieren que el 
crecimiento celular y la división pueden ser regulados 
normalmente por señales recibidas mediante el citoesqueleto 
celular organizado (126,127). 
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CANCER CERVICO UTERINO 

El Cáncer Cérvico Utt!r i no (CoCu) está asociado con una 
etiologia vir.al. Es el de muyor incidencia en nuestro pals, 
ocupando el primer lugar como causa de mu~rte entre lar> 
enfermedades ncopltí.sicas de la mujc-r (128). 

Los tumores del cérvix sL> desarrollan de mí:tncra gradual a 
p.:irtir de prccursorc::; prcinva::;ivos, que ct1 un estado .ÍJI situ 
reversible pueden md~tir por vurios uñas r.icndo completamente 
asintomáticos. L<is anormalidades tomprnnas del cérvix, conocid.J.s 
como neoplásias intracpitelialcs cerv~calcs (UJC) se diagnostican 
comúnmente 0n mujeres. que fluctútlil entre los 30 y 40 ilii.os de 
edad. Para que un NIC evolucione a un CilCU invasor necesita de B 
a 20 afias (129) y en la mayoria de los cusas se requieren de 5 u 
10 afias para qua la~ cóltilas transi·orrnaclus ponotrcn la mcmbrarla 
basal del cérvix e invad<H1 otros tejidos. Una vez ocurrido tal 
fenómeno las pé.lcicnte~~ que no hun r0cibido trntumicnto, o que no 
han rcspondjdo a éste, rnueren ur::.·.uulmcntc <m un periodo de 3 a ~ 
años (130). 

Ln ctelpa terminul del C1Cu .se c;:i.ructcriza pi:n: lé1 invclsión a 
otros órganos y el consecuente bloqueo de su función. Es conocido 
que los carcinomas tienen una gran capncidad para diseminarse 
inicialmente por ocupación de los nódulos linfáticos, en los 
cuales se observa una re.=icci6n hiperplásica, lo cual sugiere una 
respuesta del enfermo contra las células tumorales o contra sus 
productos, misma que generalmente no rcsu l ta suf icicnte para 
detener el avance de los turnorcs (131). 

FACTORES DE RIESGO Y ETIOLOGIA 

La etiologia del Cacu es aún desconocida, sin embargo se Je 
ha asociado con una serie de factores causales que van desde el 
comportamiento sexual hasta la presencia de ciertos tipos como el 
Virus del Papiloma Humano (VPH) . 

Algunon experimentos han mostrado lu presencia de algunos 
componentes del cigarro en la mucosa cervical (132). Dichos 
estudios sugieren que podria existir ~lguna relación entre el 
desarrollo de cacu y el tabaquismo, y<.\ sc.1 directo o pasivo 
( 133). 

Se ha encontrado ta.rabión que entre las rnuj eres que han 
consumido anticonceptivof:. orales por largos períodos existe una 
mayor tendencia a generar cacu (134, 135). sin embargo, estudios 
más amplios han permitido comprobar ':'J:UC lo.G anticonceptivos 
orales pueden actuar como un co-carcinógeno en conjunción con 
agentes infecciosos (136). 

El inicio de una vida sexual activa a temprana edad, la 
rnultiparidad y el número elevado de compañeros sexuales son 
factores de alto rie::i:go para el desarrollo de Cacu dado que 
aumentan la probabilidad de quG se adquieran infecciones 
genitales (137). Entre éstas quizá la de mayor peligrosidad es la 
causada por el VPH. 
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Los Vl'll non una famU i11 de virns con DNA que inducen tumores 
epiteliales y fihr.oí~pitellnlcs de la piel o mucosa en 
vertebrados. L'ntm-> t.umore~;. conocidos con el nombre de papilomas, 
son qcncralmcnte bcnic1no~;, muestran un crecimiento limitado Y 
frecuentemente 1;ufren un;1 reqrosión c~;pontánea (138, 139). Sin 
embar90, alquno~; miembro::; de l::t familia de los VPH inducen 
tumores que pucdrn e vol uc ionar produciendo cu.rcinoman malignos, 
usu~tlment.c tJ1~~•puüi.> Llt.~ un la.rqo periodo de latencia. 

Lo~·; Vl'll comp;11·ten la caractcrlstica de ser exclu:;ivamente 
cpitol iotrópico!;, ¡wro el rango de epitelios susceptibles, así 
como el tipu di: h•c;if111 c.nH;Mlu difiere entre los tipos de virus. 
Por ejemplo el VPH tipo 1 (VPll 1) es responsable de los papilomas 
plantares, mientras que el VPH 6 es el causi\nte de lesiones 
bcnigndu du laringe y mucosa anogenitnl (140, 141). 

El reconocimiento del potencial oncogénico de los VPH ha 
provocado un creciente interés, y el hecho de que el DNA y RNA 
virilles persistan en nlgunos car.cinemas hace sospechar que éstos 
juegun un p<:1pcl importante en el tlesnrrollo y mantenimiento del 
estado mAliqno Lle li1G cóluli1~ infcctadiJ~:. 

La primera asociación de un VPH con un cáncer humano fue 
reportada en pacientes con cpidcrmodisplasio verruciformc, 
algu11os de los C\li\lcs mostrilron ser altamente susceptibles a 
c6nccres cutáneos (14;!, 143). Recientemente los VPH tipo 16, 18 y 
33 han sido catalogados como los agentes causales de los cánceres 
genitnle~, y nus ácidos nucléicos han sido detectados en un 90% 
de las biopsias de esto~• tipos de cáncer (144, 145). En el caso 
de los VPH oncogénicos se han encontrado secuencias esp43cialcs de 
DNA virtil integradas en el genoma celular, mientras que los DNA 
virales de los tipoa no malignos persisten en un estado episomal 
( 146) . 

Por otro lado, un gr<ln número de estudios epidemiológicos, 
cl1nicos, patológicos y moleculares realizados durante este siglo 
indicn.n que el Cacu podrin ser una enfermedad producida por 
transmisión sexual, y que el VPi:l puede ser el agente sexualmente 
transmitido (147, 148, 149). 

Quizá cadn uno de los factores hasta aqui mencionados toma 
parte en la transformación mdligna de lds células cervicales 
humanas, aunque es claro que los VPHs tipo 16 y 18, son loG 
agentes de más alto riesgo para el desarrollo del Cacu (150). Su 
presencia en los tumores, ::>in embargo, podria transformarse en un 
elemento favorable cuando pensarnos en la posibilidad de 
implementar terapias inmunológicas, ya que 6stus técnicas pueden 
ser más efectivas cuar. lo existe un material antigénico potente, 
que en este caso seria el antigeno viral expresado en lü membrana 
de las células tumorales. 
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TIUITAHIENTO DEL Cl\NCER CERVICO-UTERINO. 

El tratamiento que se da " las pacientes con cacu en los 
hospitales de nuestro pa1s depende del estadio Ue desarrollo del 
tumor. La primer alternativa es la cirugía. Esta se aplica cuando 
se presenta un tumor in si tu 1 que no ha tocado las paredes 
pélvicas. cuando la masa tumoral ha invadido áreas que no pueden 
ser intervenidas quirúrgicamente, o cuando se presenta metástasis 
las opciones terapéuticns son l<1. radiotcrapla y la quimioterapia. 

La radioterapia se ha venido desarrollando desde los 
primeros años de nuestro siglo (151). Hoy en dia se apl:..ca con 
buenos resultados en los er:taclfos el fnicos tempranos. Existen 
actualmente dos modalidades de radioterapia, la primera es la 
exposición a radiaciones externas, dirigidas estratégicamente 
hacia la zona ocupada por la neoplasia, producidas por una bomba 
de cobalto. La f-iegundn es la braquiterapia (radiaciones 
producidas in si tu), donde se ap!.ica Radio o cesio intracavitario 
(152). 

Los dos tipos de radiaciones son aplicados de manera 
combinndil. par<t la obtención tlc mejores resultados. En la mayoría 
de los casos la radioterapia se usa para reducir el tamaño de la 
musa tumoral, así como para eliminar las células que hayan 
sufrido transformación en las áreas aledaflas (153). 

La quimioterapia está basada en la aplicación de fármacos 
con efecto antineoplásico, su nivel de acción es muy amplio, y va 
desde el bloqueo del proceso mitótico hasta la inhibición de la 
función ribosómica. Generalmente los candidatos que son sometidos 
a quimioterapia tienen un cacu avanzado, un carcinoma recurrente 
después de cirugía o radiación, o presentan metástasis pólvicas y 
en nódulos periaórticos, condiciones que podrian limitar la 
potencialidad del éxito con otros tipos de tratamiento. 

Estas terapias comparten dos características esenciales, no 
actúan de manera especifica sobre las células del tumor y, d¡ida 
su agresividad, producen efectos colaterales indeseables que 
provocan un agravamiento del estado general dC' los pacientes y 
disminuyen notablemente su calidad de vida. Otro factor 
importante es que los éxitos clínicos obtenidos con su aplicación 
disminuyen al aumentar el desarrollo de la cnfer.medad, lo cun l 
deja sin esperanzas a las personas a quienes se les diagnóstica 
un cáncer avanzado. 

Por estas razones resulta urgente el desarrollo de nuevao 
alternativas por medio de las cuales sea posible ofrecer una 
esperanza de vida a los pacientes oncológicos. Para hacer ésto 
posible es necesario desarrollar programas de investigación a 
nivel celular y molecular que. aporten conocimientos que permitan 
una mejor comprensión de la enfermedad, que en base a cllon Ge 
establezcan terapias m~s adecuadas para este tipo de patología. 
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La división celular es un i<lC:c~rnj ~>r.10 r..ll'r" complejo, el cual es 
regulado por diversos ractore>s, que pu~den ser fisicos 
(temperatura), quimicos (compuc·stos mitogénicos y 
antimitogénicos) o biológicos ( f¿-ictore::; producjdos por las mismas 
células que regulan la proli f0rdci.6n d'°~ el li."\s rni~;mas o de otras 
células). 

Anteriormente se crcL\ que las células epiteliales o 
fibroblásticas, eran capaces de r(~gular Sil proliferación por la 
densidad, fenómeno conocido como i nhihic ión de la proliferación 
por contacto in vítro, en la cual se detiene la clivisi6n celular 
tan sólo por el contacto que hay entre las membranas plasmtítican 
de dos o más células en cultivos que presentan una alta dennidad 
celular. Recientemente se h,1 t 1:port;lt'l.o que ta 1 i nhibi ci6n está 
relacionada con un factor de 1Mturi\lezu protéic~, sc:cretado por 
las mismas célll.las, a 10 qw.1 :_;o l'-' cnnoc1! como regulación 
autócrina. El cctracteriz.-:11· 61 o lo~; Lictores Liológicos que 
regulan la división celul é\r, pcrmi ti1-.:i cor;prender ('.l mecilnisrno 
que regula la división, urd. cnmo su funciono.miento en célula::? 
normales. La información producida, generará el conocimiento que 
permita dar respuesta a prcr.Juntas tti l<':o; como; qué factor o 
factores participan en lr~ rcgul.:\ción dt.: la divl~~Hin cclulur, 
tanto positiva (inducción), como nc1::iLiv,rn1cnte (inhibición) y 
cuáles son las condiciones microamhi.enlalc··_; en las quo actúa el o 
los factores. Cuál es el efecto qu..:! t-ir~ncn tale::.• factores sobre 
células que presentan un dc!se:qul librio ~n dicho mocunismo, asi 
como determinar si es el iüctor p_Q;·_~ o ~•u recepto ... c~l c<1us;u1tc 
del desequilibrio (estado pa.t:ológit;o). 'J'a1nbién e•:::; impvrtuntc 
saber si es una consecuencia t.10 una ~llti..;rL\ciOn <.jCnóticn que no 
permite la sintcsis adecuada d'~ l receptor o ele 1 f ~1ctor, o si 
exsiste un desequilibrio e11 el mcc"nismo de !5C.>ñul de transducción 
para el o los factores, cte. 

En este trabajo se estudió la oxistencL:~ de nn factor que 
inhibe la proliferación de célula~; cp.i tcliulcs o f ibrob.Lásticas 
normales producido por ell{I:> r.tim:t'1.'J" y cuf\l os el efecto del 
factor sobre células provenientes de tumores de Cacu. 
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lllPOTEBIB 

Es conocido que en el control de la proliferación celular, 
participan diferentes tipos de factores humorales de naturaleza 
glicoprotéica, los cuales controlan de manera autócrina o 
par&crina la división celular. un efecto poco estudiado, es el 
relacionado con los factores que regulan de manera negativa la 
división celular. Tomando en consideración que las células 
normales producen factores estimuladores (mitogénicos), como 
parte del mecanismo regulador de la división y que debe existir 
un equilibrio en el nümero celular de un organismo, entonces 
cabria esperar que las mismas células fueran capaces de producir 
y secretar factores que regulen la proliferación celular de 
manera negativa ( inhibidores mitogénicos), como parte del mismo 
mecanismo regulador. Esto parece estar apoyado, al menos en lo 
que se ha observado in vitro, en la inhibición por contacto o 
densidad en células epiteliales y fibroblásticas. Por otro lado, 
si la ausencia del factor inhibidor de la proliferación secretado 
por las células normales fuera la causa que produce la 
inmortalidad de las células epiteliales o fibroblásticas in 
vitro, se esperarla que las células tumorales, en principio, no 
secretaran este factor, favoreciendo su proliferación indefinida. 
Se podría esperar ·entonces que la adición del factor inhibidor 
de la proliferación producido por células normales, a un cultivo 
de células tumorales producirla una inhibición de la 
prolif eraci6n. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

DETERMINAR Ll\ PRESENCIA DE mr FACTOR INBIBIDOR DB Ll\ 

PROLIFERACION DE PIBROBLABTOS Y CELULl\B EPITELIALEB EN 

MEDIOB CONDICIONADOS POR CELULl\B NORHALEB, ABI COMO BU 

EFECTO EN CELULl\B TUMORALES PROVEN,ENTEB DE cacu. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1.- Caracterizar las condiciones de cultivo que permitan 
establecer estirpes celulares de fibroblastos y células 
epiteliales humanas, provenientes de cérvix normal. 

2.- Determinar si existe un factor inhibidor de la 
proliferación de fibroblastos y células epiteliales 
en los medios condicionados de estas células. 

3.- Purificación del factor a través de 
cromatográfica de exclusión molecular 
electroforética. 

una separación 
y ~~paraci6n 

4.- Caracterizar bioqn1micamente el factor inhibidor de 
la proliferación d~ fibroblastos o células epiteliales, 
presente en cultivos confluentes. 

5.- Evaluar el efecto del factor inhibidor sobre la 
proliferación de células malignas provenientes de cacu. 



METODOLOGil\ 

OBTENCION DE CELULl\S EPITELIALES Y FIDRODLl\BTICl\S NORllJILES l\ 
PARTIR DE BIOPSIAS DE CERVIX. 

Jl 

Las células epiteliales y fibroblásticas son obtenidas 
de una muestra de tejido normal de cérvix, de pacientes sometidas 
a histerctomia por causas diferentes a ctincer cé.rvico uterino 
(CaCu). Una vez obtenidn la pieza quirúrgica es transportada en 
medio de cultivo Eaglc Mcdium (EM) al 20% de suero fetal de 
bovino (SFB) o suero fetal de caballo (SFC) a ~ºe y procesada en 
las siguientes 2 a 3 horas. 

El procesamiento consiste en la separdción por disección de 
la capa epitelial del tejido conjuntivo donde se encuentran los 
fibroblastos, ambas partes son cortadas por separado en trozos 
pequef\os (5mrn), y sometidos a una disgregación enzimática con 
tripsina al 0.05%. Esta consiste en colocar los trozos de tejido 
gn un matraz de fondo plano lle 50 ml, con 30 ml de tripsina a 37 

e en un baño con agitación durante GO minutos. Una vez 
concluido el tiempo el disgregado es decantado a un tubo de 
centrifuga de 50 ml y rcsuspendido en 1 ml de SFB y centrifugado 
a soog en una centrifuga de mesa. El paquete celular obtenido de 
la disgregación es resuspendido en EM al 10 't de SFB, de tal 
manera que las células del paquete sean sembradas en cajas d~ 
cultivo de 5 ml (COSTAR), con una densidad celular de 5 X 10 
células por caja. Por otro lado, se añade nuevamente a la muestra 
de tejido remanente 20 ml de tripsina y se continúa durante 30 
minutos más con agitación suave a 37 °c. La mezcla se vierto a 
través de una malla de naylón que permite sólo el paso del 
material disgregado, deiando el tejido no disgregado en la malla. 
Las células obtenidas del disgregado son cultivadas en cajas de 
cultivo de 5 ml y se mantienen en unu incubudora (Scientif ic) al 
5 % de C02 y una atmósfera de humedad a punto a~ rocio, durante 
dos dias máximo. Después de este tiempo de incuLación, se realiza 
el cambio de medio (totalmente), de tal manera que sean 
removidas las células no adheridas, afiadiéndose medio fresco 
suplementado con SFB al 10% y se continúa as1 hasta obtener un 
buen número de células proliferando. En este momento se obtienen 
poblaciones (fibroblásticns o epiteliales), las cuales son 
utilizados para llevar a cabo resiembras, que permitan obtener 
poblaciones de un sólo tipo celular, para obtener los medios 
condicionados (MC) de epitelios y fibroblastos y son estas mismas 
células la.:.: que se utilizan en los diferentes ensayos. La 
resiembra consiste en separar las células adheridas a la 
superficie de la caja de cultivo que se encuentra en un 70% de 
saturación, con ayuda de una proteasa (tripsina al 0.1% 3 a 5 
minutos). Las clüulas obtenidas son lavadas por centrifugación 
(500g) dos veces y posteriormente son contadas con la ayuda de un 
hemocit6metro y sembradas nuevamente con la densidad celular 
requerida para cada ensayo o cinética. 
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OBTENCION DE CELULAS TUMORALES A PllRTIR DE BIOPSIAS DE cacu. 

Las células tumorales son obtenidas de biopsias da pacientes 
con cacu, la muestra tumoral es fragmentada en trozos pequenos (3 
a 5 mm) y sometido a disgregación enzimática con tripsina al 
0.025 % durante 20 minutos. El disgregado y el cultivo de las 
células es procesado de manera similar al descrito para las 
muestras de tejido normal. 

CULTIVO DE LINEAS CELULARES TUMORALES. 

Las células tumorales tipo epitelial T-J y Calo, provienen 
de carcinoma de cérvix humano, mientras que la linea celular 
establecida HEP-2, proviene de un carcinoma de laringe humana. 
Las células son sembradas en cajas <le cultivo de 5 ml (COSTAR), 
en EM aJ. 10 % de SFD y mantenidas en una incubadora (Sciantific) 
a 37 ºe, 5% de co2 y un<J. atmósfera húmeda a punto de recio, 
durante 5 o 6 dlas en promedio dependiendo de la linea. 

OBTENCION DE MEDIOS CONDICtON~DOB, 

Los medios condicionados de cada uno de los tipos celulares 
normales y tumorales, se obtienen formando agregados de cultivos 
confluentes o saturantcg rcspcctivilmente, formando agregados para 
cada uno de ellos (pools), los agregados son centrifugados a 
1,ooog para retirar detrito celular o células, de tal manera que 
se obtienen medios condicionados de células normales y tumorales 
en fase confluente o saturantes. Los medios condicionados Son 
almacenados a 4°c en recipientes de plástico o vidrio, hasta el 
momento de su uso. 
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INCORPORACION DEL COLORJ\NTE CRISTAL VIOLETA Pl\RA DETERMINACION DE 
PROLIPERACION CELULAR. 

La determinación de la proliferación celular fue evaluada, 
utilizando la técnica de incorporación del colorante cristal 
violeta a los núcleos celulares (154). Esta técnica consiste en: 

a) fijar las células con glutaraldehido al 1.1 %. 
b) dejar secar los platos de cultivo fijados al aire. 
e) atiadir el colorante cristal violeta al O.l % .. 
d) lavar sutil y exaustivamente las cajas de cultivo con 

agua desionizada o bidestilada, de tal manera que el 
colorante no asimilado sea retirado de las cajas do 
cultivo. 

e) dejar secar las cajas al aire libre. 
f) añadir ácido acético al 10 %, dejando en agitación 

durante 20 minutos a temperatura del cuarto. 
g} tomar lecturas en un cspectrofotómetro a 590 nm del 

sobrenadante de las cajas de cultivo tenidas. 
h) correlacionar a través de una gráfica o utilizando el 

procedimiento de regresión lineal, las absorbancias 
obtenidas con el número de células. 

CORVAS DE CALIBRACION: 

La realización de las curvas de cu.libración, son llevadas a 
cabo con células previamente cultivadas en fase exponencial, 
desprendidas de la caja de cultivo con tripsina al O. 05 % , 
durante 5 a 10 minutos para células normales y 2 a 5 minutos para 
células tumorales, a una temperatura de 37 ºc. son colectadas en 
tubos para centrifuga y son centrifugadas a soog para formar un 
paquete celular. Una vez centrifugadas, se retira el 
sobrenadante, y se dñade un volúmcn especifico, donde las células 
son resuspendidas y contadas con la ayuda de un hemocitómetro. Se 
toman alícuotas de 2 millones de células y se colocan en pozos de 
2.5 ml. Los pozos consecutivos deberán contener 1 ml de EM. El 
pozo donde están las células se homogcniza y se realizan 
diluciones sucesivas en los demás pozos. Posteriormente, se 
incuba por un periodo de J horas como mínimo para las células 
tumorales y de 4 para las células normales. Una vez adheridas las 
células, se f.i jan con glutaraldehido y se tinen con el colorante 
cristal violeta para determinar su densidad óptica y su 
respectivñ correlación con el número celular. 
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CIHErICAS DE PROLIFERACION: 

Las células se siembran en cajas de cultivo de 2.5 ml, en EM 
al 10 % de SFil, con una densidad de 50, 000 células por caja si 
son normales y de 30, ooo si son tumorales. El periodo de 
incubación es de 15 a 17 d1as para las células normales y de 5 a 
6 dias para las tumorales. Durante este periodo de tiempo se 
f.ljan cuatro cajas diárias can glutaraldehido, se tif'len con 
cristal violeta para determinar su número celular. De este modo 
puede establecerse el tiempo de doblaje y el comportamiento de 
estas células a través del tiempo. 

EFECTO DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS: 

La actividad inhihidora presente en los MC, es determinada 
mediante ensayos experimentales, en los que se prueban cada uno 
de los medios sobre P.l cultivo de células normales o tumorales en 
fase exponencial, determinando el número celular para cada 
cultivo inducido por estos medios, comparado con un control 
normal. 

TRJ\TJIMIENTO DEL HC CON TRIPSINA: 

El MC de fibroblastos confluentes, fue tratado con tripsina 
al o. 05 % en vcrseno, incubá.ndose a 37°c durante 30 minutos y 
posteriormente neutralizado con SFB. La actividad inhibitoria de 
este medio es probada en células tumorales en fase exponencial, 
comparando su efecto con el MC de fibroblastos confluentes sin 
ser tratado con tripsina. 

CONCENTRJ\CION Y PORIFICACIOH DEL F.l\CTOR: 

Cien ml de MC de fibroblastos confluentes fue concentrado 
por liofilización. El concentrado fue. resuspendido en 2 ml de 
agua destilada. La muestra fue separada por cromatograf1a en una 
columna de sephadex G-75 (crornatograf1a de exclusión molecular), 
de lm de haltura por 1.2 cm de diámetro interno, en solución 
salina isotónic.~a de NaCl 0.9% equivalente a 0.15 molar, con una 
velocidad da flujo de Bml/hr previamente calibrada con 
marcadores conocidos: Azul dextrán, Albúmina sérica hovina y 
citocromo e, en una concentración de Smg/ml, y las fracciones 
colectadas fueron leidas a 200 nm en un espectrofot6metro. 
Las fracciones que registraron lecturas significativas de 
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prote1nas fueron probados en ensayos biológicos, para determinar 
actividad inhibidora. 

La fracción cromatográf ica que presentó actividad inhibidora 
fue liofilizada nuevamente para concentrarla, se cuantificó la 
cantidad de prote1na por el método de Bradford (155) y usada para 
separación electroforética, en geles de poliacrilamida en 
condiciones no dcsnaturalizantes y revelado por la técnica de 
tinci6n con plata. 

La electroforesis empleada fue la desarrollada por el método 
cte Laemmll, electroforesis en gradiente de 5 a 20% en geles de 
poliacrilamida y realizada en un amortiguador tris glicina pH B.6 
SDS H (156). 

El gel de poliacrilamida en el cual se realizó la 
electroforesis, fue tcfiido mediante la tócnica ultrasensitiva de 
tinci6n de geles con plata (157). 



36 

!!,.IAGRl\MJ\ DE fLUJO 

~, -'CERVIX.~, 

CELULl\S ~,,,,,~,,~ ~'~"~ FIBROBLl\STICAS 

CUrIVOS CELUl¡ES PUROS 

~OOMOrn" " '"""" " '"º'ml"" 

OBTENCION DE MEDIOS 
CONDICIONADOS DE 
HBROBLl\STOS CON-

OBTENCION DE MEDIOS 
CONDICIONADOS DE 
EPITELIO CONFLUENTE 

~,,~,~ 

1 
J 

ENSAYOS BIOLOGICOS 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA 

~ 
1 

1 
CELULl\S NOIUIALES CELUIJ,S TUMORALES 

l 
CARAC'rERIZACION BIOQUIMICA 

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR 

ELECTROFORESIS 



37 

!J.EBULTADOB. 

Las técnicas de cultivo de t&jidos han permitido el estudio 
de la división celular en condiciones controladas in vitro, 
determinando la participación de eJ ementos de natualeza 
protéica s~cretados al medio por las células. Las células 
epiteliales y fibrobl5sticas se encuentran en una eGtrecha 
asociación in vivo, participan en mecanismos comunes como el de 
reparación de la piel, en la hematopoyésis, etc. Se han reportado 
factores que secretan los fibroblastos con un efecto sobre las 
células epiteliales y viceversa (15, 16, 20). Para estudiar in 
vitro el mecanismo que regula la proliferación de ambas 
estirpes celulares, es necesario determinar y caracterizar las 
condiciones en las cuales estas células proliferan y establecer 
qué tanto proliferan en un tiempo y área determinada, es 
decir, realizar una cinética de proliferación que nos perrni ta 
establecer cuando dichaG estirpes celulares se encuentran en 
la fase de crecimiento exponencial (fuse proliferativa), y cuando 
se encuentran en la fase de confluencia (fase donde hay un paro 
de la división celular). Para ello, se requiere de una técnica 
que permita determinar el número celular de forma precisa 
y fácil. Se eligió la técnica de incorp'">racj ";)n ele cristal 
violeta, la cual se basa en la relación que hay entre la 
densidad óptica y el número celular cuando se lee en un 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 590 nm (Ver 
materiales y métodos). Se obtuvo una curva patrón para cada una 
de las estirpes :elulares empleadas en este trabajo, tanto 
para células normales como para células provenientes de tumor 
de cérvix y lineas celulares establecidas, mostrando ser una 
técnica muy sensible dada la estrecha relación encontrada entre 
la densidad óptica y el número celular, confirmado por el 
coeficiente de correlación determinado para cada una de las 
curvas (Fig. 1). 
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Una vez realizadas las curvas patrón de cada una de las 
estirpes celulares, se procedió a realizar las cinéticas de 
proliferación, con el objeto de determinar el comportamiento de 
cada una de éstas en cultivo, tanto para células normales y 
tumorales provenientes de cacu, ~si como para la linea epitelial 
HEP-2 proveniente de un tumor de laringe humana (Figura 2 y J) .. 

CINETICAS DE PROLIFERACION 
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Figura 2: Cinéticas de proliferación de células epiteliales 
y fibroblásticas de cérvix normal humano. 
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Figura 3: Cinéticas de prollteraclón de las células tumora­
les provenientes de biopsias de cáncer cérvlco-uterlno 
("Calo" y "T-3") y la linea tumoral proveniente de laringe 

humana 'HEP-2". 
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Las células epiteliales y fibroblásticas normales, 
provenientes de cérvix, presentan un comportamiento 
caracteristico, es decir, presentan cuatro fases; una fase 
denominada de latencia, la cual representa el tlempo que toman 
las células para adaptarse a las condiciones de cultivo, con 
una duración de tres o cuatro dias; una fase de 
crecimiento exponencial (fase proliferativLt) que dura entre 
seis y siete dlas; una fase de confluencia que inicia a 
partir del décimo 6 undécimo día y dura de tres a cuatro dias; 
la cuarta fase se caracteriza por la riisminución del número 
celular a CdUsa de la m11ert~ provocada por las condiciones de 
toxicidad acumulada del medio de cultivo (Figura 2). Las fases 
presentan caracteristicas particulares pero col'lunes para ambos 
tipos celulares, e5 decir, la fase de crecimiento exponencial 
se caracteriza por una proliferación y secreción de 
moléculas diversas i\l medio de cultivo, mientran c:;ue la fase de 
confluencia presenta una fuerte inhibición de la división 
celular manteniendo constante el número celula~ a lo largo de 
tres a cuatro dlas después de la fase de crecimiento 
exponencial; una vez concluida la fase de confluencia, las 
células tienden a morir por las condiciones tóxicas del medio 
debida al acumulamiento de desechos celulares y al agotamiento de 
elementos nutrjcionales (Figura 2). La diferencia más notable en 
el comportamiento entre las células epiteliales y 
fibroblásticas es su tasa de proliferación, replicandose 1.9 
veces más rápido las células fibroblásticas que las epiteliales 
(Tabla 2). 

TIPO CELULAR TIEMPO DE DOBLAJE 
(dias) 

Calo 1.3 

T-3 1.2 

HEP-2 1.4 

Fibroblastos normales 
humanos 2.0 

Epitelios normales 
humanos 5.5 

Tabla 2. Tiempo de doblaje para las células epiteliales y fi­
broblásticas normales de cérvix, asi como para las tu­
morales provenientes de cacu (Calo y T-3) y de laringe 
humana (HEP-2). 
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Ambos tipos celulares presentan una fase de confluencia, en 
la cual la división celular es detenida, quizils por un mecanismo 
f1sico, donde basta que las células estén en contacto unas con 
otras para inhibir su proliferación. Es importante mencionar que 
el tipo de confluencia obtenida es diferente al normalmente 
encontrado en este tipo de células, en donde estas cubren la 
totalidad de la superficie de cultivo pues aparee.en espacios 
vacios que no son llenados por las células. Esto st1glere que 
hay otro factor que interv.ignc en la detención de la di.visión 
celular, producido poi.~ las propias células y secretado al 
medio de cultivo (medio condicionado MC), con un efecto 
autócrino. Para determinar la posible. existencia de este 
factor, es necesario colectar los Mes donde proliferan las 
células y probar su efecto en células del mismo tipo en fase 
exponencial. Las cinéticas encontradas para estas células en 
nuestras condicio11es de cultivo muestran que la división celular 
se detuvo a partir del undécimo dia, lo cual quiere decir que 
el posible efecto de un factor inhibidor de la 
proliferación se encuentra en concentraciones adecnadas 
para llevar a cabo su efecto, por lo que se colectó el medio 
de cultivo entre el undé·cirno y décim1."'I tercer dia de cultivo 
(Figura 2). 

Las células epiteliales tumorales, tanto las provenientes de 
cacu, corno la linea tumoral HEP-2, presentaron una t:isa de 
proliferación muy similar (Tabla 2). Todas mantienen una fase 
exponencial continua, sin embargo, la fase de 
confluencia no so presenta, 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. Presentan una 
saturación total del área de cultivo que crea un artefacto de 
detención de la prolifcraci6n cuando sólo se observa el número de 
células adheridas al sustrato que evidentemente se mantiene 
constante (l•~ígurd J) • Si curnparé\mos el comportamiento de las 
células normales con el de las tumorales, podemos decir que 
las células tumorales presentan una proliferación continua, que 
se replican 4. 2 veces mAs rápido en promeüio y no presentan 
fase de confluencia (Tabla 2 y Figura 2 y J}. 

Una vez que se colectaron los Mes en fase de 
confluencia de las células normale~, se determinaó si tales Mes 
presentan una actividad inhibidora de la proliferación de células 
·;o'!.'ltlales, por lo que se llevó a cabo un ensayo que consistió en 
cultivar células fibroblásticas normales provenientes de cérvix 
en presencia y en ausencia del MC de c~lulas confluentes, 
evaluando su efecto en la fase exponencial (Figura 4). 
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Figura 4: Ensayo de la actividad lnhlbldora prosente on ol 
medio condicionado do flbroblastoa confluentes normales, 
sobro la prollforaclón de flbroblnntoa normalos humanos en 
fase de crecimiento exponencial. 

43 

El ensayo anterior claramente muestra qua el medio 
condicionado de fibroblastos normales en fase de confluencia 
presenta una actividad inhibidoru. de la proliferación, la cual 
es capaz de inhibir hasta en un 40% la proliferación de 
fibroblastos normales, comparada con el control normal. 

Una vez demostrada la existencia de una actividad inhibidora 
presente en ~l MC de fibroblastos normales confluentes, se 
realizó un ensayo para determinar el posible efecto del MC sobre 
las células tumorales y si el MC proveniente de las células 
epiteliales confluentes tiene el mismo efecto, en particular 
sobre células epiteliales provenientes de cacu. Para esto, 
se cultivaron células tumorales provenientes do dos biopsias de 
cacu denominadas 11 calo" y ºT-3 11 , y una linea celular 
epitelial bien establecida, proveniente de un cáncer de laringe 
humana llamada HEP-2, en presencia y ausencia de los MCs de 
epitelio y fibroblastos normales confluentes (Figura 5) . 



ENSAYOS DE INHIBICION 

INHBICION DE LA PROlFERN:ION 
DE CEUJLAS CALO 

i ~[[.·[Jj :. J]·.··.···. j ¡: .·· ... •· .•. 
~ 1 ~I - ~ POI 

1.-:0IOfl oc»IDOOHA008 

INHBICION DE LA PROl.FERN:ION 
DE CEUJLAS T -3 

.,.,..,,,.... 
l:O-ICWO.m•..ic.-i ..... IM) 
f\'.lH(M0.61fl~DI~) 

. . ,.. . . ......... . ··rr Llml2illl 
H - rol 

Y'.lll09 OONllCaOHADOlt 

Figura 6: Ensayo de la e.ctlvldad lnhlbldora presente en los 
medios condicionados de epltellos y llbroblastos confluentas 
sobre la prollferacl6n de las células tumorales 'Calo' y 
'T-3', provenientes de biopsias de CaCu y la linea tumoral 
de laringe humana 'HEP-2'. 
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La actividad inhibidora de la prolife.ración presente en los 
MC de epitelios y fibroblastos normales confluentes, 
inhibe parcialmente la proliferación de células tumorales 
provenientes de cacu asi como la de células de laringe humana. 
Su mayor efecto fue observado en las célulaa de CaCu 
"Caloº, las cuales presentan una inhibición del 40 % con el MC de 
fibroblastos humanos y el menor efecto lo presentan las células 
11 T-3 11 y HEP-2 con el mismo medio condicionado (Figura 5). 

Ante las evidencias de que las células epiteliales y 
fibroblásticas normales, son capaces de detener su proliferación 
in vitro de manera natural con la intervención de un factor 
inhibidor, como parte de su mecanismo de regulación de la 
división, cabria pensar que las células tumorales de CaCu 11 Calo", 
11 T-3 11 y la linea tumoral HEP-2, son células que al no inhibir 
su proliferción in vitro presentan una anomalia en el mecanismo 
de regulación de esta. Esta anomalia p0dr1a estar dada por la 
incapacidad de producir el factor inhibidor de la 
proliferación, que se presenta en los MCs de células normales 
del mismo tipo. Para aclarar este punto, se rP.:aliz6 un ens.J.yo en 
el que se cultivaron las cl:lulas 11 T-3 11 y HEP-2 en presencia y 
ausencia de su propio medio condicionado, ·colectado en la fase 
de saturación (quinto-sexto dia de cultivo), (Figura 6). 
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Figura 6:Ensayo del efecto del medio condicionado de células 
'T-3" y 'HEP-2' en saturación, sobre si mismas. 
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Los resultados obtenidos muestran que el MC de células 
tumorales no presenta ningún efecto sobre ellas mismas, 
indicando, que las células tumorales "T-3 11 y HEP-2 no secretan 
al medio de cultivo un factor con actividad inhibidora de 
la proliferación. 

Se sabe que las células en cultivo son capaces de secretar 
al medio una divernidad de moléculas con efectos diferentes, 
asi como de diferente naturaleza bioquimica, ya sea que se trate 
de una proteina, un 11pido, o un azúcar. como se mencionó en el 
marco teórico, se han reportado factores que estimulan e inhiben 
la proliferación, la mayor parte de éstos son de 
naturaleza protéica. Con el objeto de saber si la actividad 
inhibidora presente en loa MCs ensayados es una proteina, se 
trató al MC proveniente de fibroblaotos normales confluentes con 
tripsina al o.05%. La tripsina se utilizó ya que rompe el enlace 
pept1dico de residuos de lisina o arginina del lado carbox1lico 
y si el factor es una prote1na el efecto de la actividad 
inhibidora de la proliferación presente en el MC decrecerá o 
desapare~erá totalmente (Figura 7). 
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Los resultados muestran que disminuyó la actividad 
inhibidora del MC tratado con la proteasa, con respecto al MC 
no tratado, lo cual indica que puede tratarse de un factor de 
naturaleza proteica. 

Una vez que se idcntif icó la naturaleza bioqulmica del 
factor, se procedió a purific;:irlo. Cien mililitros de MC de 
fibroblastos confluentes fueron concentrados por liofilización. 
El concentrado fue sometido a una separación cromatográfica en 
una columna de sephadex G-75, previamente calibrada con azul 
dextran (peso molecular (PM) 2,000,000 d), albúmina sérica bovina 
(PH 68,000 d) y citocrcmo C (PM 10,400 d) (Tabla 3). 

Las fracciones obtenidas de la crornatográfia del MC de 
fibroblastos confluentes, fueron leidas en un espectrofotómetro a 
280 nm de longitud de ondd, para determinar la posible presencia 
de proteínas en estas fraccioneg (Figura O y Tabla 3). 

PROTEillA 

AZUL DEXTRAN 

ALBUHillA SERICA 
BOVIllA 

CITOCROMO C 

PI 

PII 

PESO MOLECULAR 

(Kd) 

2 X 103 

68 

10.4 

73.5 

23.5 

VOL. DE EXCLUSIOI! 

(ml) 

30 

36 

94 

28.8 

83.2 

Tabla J. Proteínas usadas para calibrar la columna de sefa­
dex G-75 y el volumen de exclusión en el cual fue­
ron obtenidas, asi como los volurnenes correspon­
dientes a las fracciones de prote1nas obtenidos 
de la separación cromatográfica del MC de 
fibroblastos confluentes (PI y PII). 
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Piqura 8: Determinación de proteínas en las fracciones 
cromatográficas del medio condi~ionado de fibroblastos humanos 
confluentes normales, a través de lecturas espectrofotornétricas a 
280 nm de longitud de onda. PI: Pico I; PII: Pico II¡ ASB: 
Albümina Sérica Bovina; CIT-C: Citocromo c. 

Las lecturas de las fracciones obtenidas (figura 8), revelan 
la ap~rición de dos picos de proteinas y una zona de interpicos. 
Las fracciones en los picos fueron denominados como: "PI" y 11 PII 11 

y a la zona que se encuentra en medio de éstos, se le denominó 
interpicos "I. 5 11

• Como la actividad inhibidora del MC de 
fibroblastos confluentes podrla estar en cualquiera de las 
fracciones de los picos o en la zona de interpicos, se evaluó el 
efecto de cada uno de ellos, sobre la proliferación de células 
epiteliales de la linea tumoral HEP-2 (Figura 9). 

. La determinación del peso molecular de los picos de 
proteínas en base a la gráfica de calibración, reveló que el PI 
corresponde a un peso de 73,5 Kd, mientras que el PII presenta un 
peso de 23.5 Kd (Tabla 3). 
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Figura 9: Efecto de las fracciones obtenidas poc cromatrgraf1a de 
exclusión molecular del medio condicionado de fibroblastos 
confluentes hutnanos, sobre la proliferación de células tumorales 
ºHEP 11 • (-): Control; I, I.5, II: Fracciones cromatográficas del 
medio condicionado de fibroblastos confluentes; MCFH: Medio 
condicionado de fibroblastos humanos. 

La actividad inhibidora presente en el MC de fibroblastos 
confluentes, fue encontrada en la fracción PII, siendo el efecto 
muy semejante al producido por el medio condicion~do de 
fibroblastos humanos. Esto indica que dicha actividad es ejercida 
por una prote1na de aproximadamente 23.5 Kd. Para determinar de 
forma más prer:isa la pureza de la proteina y obtener mayor 
información sobr~ el número de proteinas en este pico, se realizó 
una clectroforésis del PII en condiciones no reductoras, en qel 
de poliacrilamida al 10 % y revelado mediante tinci6n de plata. 
La separación del PII mediante electroforesis se realizó 
utilizando 2, 4 y 6 micrograrnos de prote1na total por carril 
(Figura-10). 
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Al realizar la separación del PII mediante electroforesis en 
condiciones no desnaturalizantes, se observó una proteina de 
aproximadamente 43.5 Kd. Divho peso no concuerda con el obtenido 
en la separación cromatográf ica ( 2 3. 5) , sin embargo, debido a 
que el peso molecular de 43.5 es muy similar al doble del peso de 
23.5, indica que la proteina es capaz de dimerizarse, ya sea de 
manera natural o por causa de los procedimientos de purificación. 
También se observa una proteina del mismo peso que la albúmina 
sérica, que puede representar una contaminación con proteinas 
presentes en las soluciones o más probablemente puede representar 
un artefacto de revelado, ya que la banda se registra en todos 
los intercarriles, siendo que sólo se les puso muestra a los 
carriles marcados con 2, 4 y 6 microgramos. 

ALBUMINA SERICA 

OVALBUMINA 

/\NllIDRASA 
CARBONICA 

MIOGLODINA 

2 4 6 8 9 

CARRILES 

Figura 10: Separación electroforética de la fracción denominadL>. 
PII, en un gel de poliacrilamida al 10%. La fracción 
cromatográfica presenta una sóla banda a la altura de la 
ovalbúmina. Los carriles 2 y 9 contienen a las proteinas de peso 
molecular conocido (Calibradoras); los carriles 4, 6 y 8 
contienen 6, 4 y 2 microgramos de prote1na obtenida de la 
fracción PII respectivamente; a los carriles restantes no se les 
añadió nada. 
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El hecho de haber obtenido una sola banda, establece que la 
prote1na se encuentra muy pura, lo cual permite realizar una 
caracterización bioqu1mica más profunda. El factor fue 
caracterizado en el Laboratorio de quirnica biológica (UNIVERSITE 
DES SCIENCES ET TECHNOLOGIES DE LILLE FRANCIA) ' donde se le 
realizó una determinación de aminoácidos y azúcares (Tabla 4 y 
5). 

DETERMINACION DE AMINOACIDOS 

AMINOACIDO MOL / % AMINOACIDO MOL / % 

Asp 3.0 Pro 9.0 

Glu 12. 4 Tyr 0.1 

Ser 22.3 Val 4.1 

Gly 21. 3 Met o.J 

Hys 2.9 !le 2.9 

Arg 1.8 Phe 2.7 

Thr 5.0 cys 1.0 

Ala 8.5 Leu •1.5 

Lys 4.4 

Tabla 4. Determinación de aminoácidos del factor protéico con 
actividad inhibidora de la proliferación proveniente de medios 
condicionados de cultivos de fibroblastos confluentes. 
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DETERMINACION DE AZUCARES 

CANTIDAD DE RESIDUOS 
TIPO DE AZUCAR POR CADA J MANOSAS 

MANNOSA J,O 

GALACTOSA 2.7 

ACIDO NEURAMINICO o.a 

N-ACETIL GLUCOSAMINA 1.0 

Tabla 5. Determinación de azúcares del factor protéico con 
actividad inhibidora de la proliferación proveniente de medios 
condicionados de cultivos de fibroblastos confluent~s. 

La determinación de aminoácidos y de azúcares para el factor 
con actividad inhibidora, revela que se trata de una 
glicoprote1na que es secretada al medio extra celular. De los 
aminoácidos que constituyen a ésta prote!na, se encuentran en un 
mayor porcentilje los residuos de serina y glicina, pero rruy poca 
cantidad de ti resinas y treoninas. También se observa que la 
cantidad de residuos de aminoácidos que son capaces de establecer 
enlaces disulfuro se encuentran en una muy baja proporción. 
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l\NALIBIB oe RESULTADOS. 

El desarrollo adecuado de un pa1s o población estA basado en 
parte en la buena salud de los individuos que la integran. cuando 
una población es asediada por enfermedades, éstas repercuten de 
manera significativa en su estabilidad económica y social, ya que 
se reque~irá de un mayor recurso económico para atender de forma 
adecuada cualquier enfermedad. Sin embargo, existen patolog1as 
que se les desconoce su causa, mecanismo de acción y diversos 
factores que impiden el adecuado control de la misma. 

La incidencia de enfermedades varia dependiendo de la zona 
geográfica, las condicioneG medioambientales en las que se 
desarrollan los individuos, la edad y el sexo entre otros 
factores. Dentro de estas enfermedades, el cáncer es una 
patolog1a que ha mostrado tener dependencia de todos estos 
factores además de presentar un incremento en el indica de 
mortalidad a través del tiempo. En México por ejemplo, junto con 
las enfermedades gastrointcntinalc::; y respiratorias las 
neoplásias presentan un problema de salud. Debido a ello 
continuamente se están desarrollando estudios sobre dicha 
patolog1a. Este trabajo trata de aportar nueva información sobre 
propiedades inhibitorias de factores secretados por células 
normales sobre el crecimiento del cáncer cérvico-uterino (CaCu), 
una neoplásia de alta incidencia en la población femenina de 
nuestro pais. 

Nu.:::·;tro estudio aporta evidencia experimental sobre la 
ausencia de un factor inhlbidor de la proliferación en el 
desarrollo del cacu, el cual si es secretado por las células 
normales como parte del mecanismo de control de la di visión de 
células epiteliales y f ibroblásticas normales. 

En los últimos diez años el interés en la existencia da 
factores reguladores do la proliferación celular se ha 
incrementado. Se han reportado aproximadamente ocho factores 
biológicos con actividad inhibidora de la proliferación de 
fibroblastos, otros diéz inhibidores de epitelio, dos mAs que son 
estimuladores de la proliferación de fibroblastos, cuatro 
estimuladores para epitelio, dos que inducen a ambos tipos a 
proliferar y sólo uno que inhibe la proliferación en ambos tipos 
celulares (Tabla 1) . La mayor parte de los tactores antes 
descritos son producidos por células epiteliales o 
fibroblásticas, los .::ualcs inciden sobre s1 mismas o en ambos 
tipos célulares. En esta lista de factores no están contemplados 
los factores con actividad inhibidora o estimuladora de la 
proliferación, producidos por otros tipos celulares, como es el 
caso de las células ematopoiéticas que actualmente se sabe que 
los factores de crecimiento ematopoiético ejercen un efecto 
estimulador de la proliferación de células epiteliales o 
f ibroblásticas. Algunos de estos factores han sido 
caracterizados parcialmente a nivel molecular y bioquimico. 

El estudio de los factores que constituyen el mecanismo que 
modula la división celular es de importancia, ya que una 
comprensión detallada de éstos respecto a cómo participan, y sus 
mecanisrnoa y su modo de acci6n, contribuirá a comprender mejor 
diferentes patologías. 
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Las células epiteliales y f ibroblásticas normales, presentan 
in vitro, etapas o fases de crecimiento especifico que se 
expresan de manera secuencial a través del tiempo, 
estableciendo un comportamiento caractcristico. Este 
comportamiento no sólo se basa en la velocidad •.:on que 
proliferan las células, sino también en la producción de 
moléculas con una función especifica con acción autócrina o 
parácrina. 

En la literatura se hn reportado que las células epiteliales 
y fibroblásticas son capaces de secretar al medio de 
cultivo moléculas con actividad mitogénica o inhibidora 
de la prolifi;iración, ejerciendo as1 una acción autócrina. 
'l'ambién se sabe de la estrecha relación entre ambas estirpes 
celulares, pues los fibroblastos secretan moléculas que 
afectan a las células epiteliales tanto positiva como 
negativamente sobre su división celular. 

Los resultados de este trabajo mostraron la existencia de 
una actividad inhibidora presente en el medio condicionada {MC} 
de fibroblastos confluentes, con una acción autócrina. Dicha 
actividad es capaz de ejercer su efecto inhibidor sobre 
fibroblastos que se encuentran en fase de crecimiento 
exponencial. El hecho de que esta actividad se dó en la fase 
de confluencia de los cultivos, indica tanto que este factor sólo 
se presenta en una concentración adecuada a este nivel, como que 
posiblemente exista alguna seílal que se genera cuando los 
fibroblastos alcanzan la confluencia. Sin embargo, no se 
descarta la posibilidad da que el factor esté presente en la fase 
exponencial, aunque en concentraciones m1nimas incapaces de 
ejercer su efecto de manera significativa. 

El hecho de que los fibroblastos normales humanos secreten 
un factor que inhibe la proliferación de célUlas epiteliales 
{acción parácrina), como lo muestran nuestros resultados, 
confirma la existencia de una et.trecha interrelación entre ambos 
tipos celulares, sugiriendo que quizás su proliferación sea 
regulada de una maner~ bilatural a través de factorcG secretados 
al medio por ellas mismas. 

La carencia de la fase de confluencia en las células 
tumorales en cultivo, que las lleva a una división continua y 
rápida, puede explicarse considerando que las células normales 
secretan al medio de cultivo un factor que inhibe la 
p~oliferaci6n de si mismas en la fase de confluencia, y ya 
que las células tumorales no presentan dicha fase, indicarla 
que no secretan dicho factor. Ea decir, la fase de confluencia en 
células normales estar1a dada por la secreción de un factor con 
actividad inhibidora de la proliferación, y que podr1a ser 
dependiente de la concentración del factor dada por la densidad 
celular. Es necesario analizar el porqué las células tumorales 
adolecen de una fase de confluencia, ya que podria deberse ya 
sea a que no son capaces de secretar o producir el factor con 
actividad inhibidora similar al encontrado en los Me de células 
normales, o bien, podría ser por una alteración en el receptor 
para este factor. 

Las células tumorales provenientes de cérvix y la linea 
epitelial HEP de tumor de laringe, mostraron una inhibición en su 
proliferación en presencia del factor inhibidor de la 
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proliferación presente en los MC de células epiteliales y 
fibroblást.icas normales, indicando por tanto que las células 
tumorales presentan receptores para tal factor con aatividad 
inhibidora. Entonces se podria pensar que no son capaces de 
producir o de secretar el factor de manera adecuada para 
regular su división corno lo hacen las células normales. Esto 
último es apoyado por nuestros resultados en donde las células 
provenientes de tumor de cérvix no presentan una 
inhibición de la proliferación cuando son expuestas a su propio 
medio obtenido en fase de saturación. Además, el hecho a~ qu~ las 
células HEP al igual que las provenientes de tumor de cérvix 
respondan de la misma manera al factor inhibidor, indica que 
quizá el factor tenga un efecto común sobre células 
epiteliales, independientemente del órgano del cual sean 
obtenidas. 

Nuestros resultados muestran la existencia de un factor 
inhibidor presente tanto en los Mes de células epiteliales como 
fibroblásticas normales. El hecho de que resultó ser más fácil 
cultivar fibroblastos que epitelio de cérvix, nos llevó a tomar 
la decisión de caracterizar únicamente al factor proveniente de 
fibroblastos. Aunque seria conveniente en un futuro el obtener el 
fac~,,r inhibidor secretado por células epiteliales con fines 
crmpai-ativos. 

~n el MC de fibroblastos saturantes se puede encontrar una 
diversidad de moléculas de dlferente naturaleza bioquímica. Para 
determinar si el factor inhibidor era de natural~za protéica el 
MC que contiene tal factor se incubó en presencia de una 
proteasa. Es conocido que la mayoría de los factores que 
intervienen en el mecanismo de regulación de la división son 
moléculas de naturaleza protéica de bajo peso molecular, por lo 
que ce ccperaba que el fuctor con actividad inhibidora fuera 
de naturaleza protéica. Cuando el MC de fibroblastos 
confluentcG fue expuesto a una protedsa {tripsina), se observó 
que su efecto inhibidor fue afectado significativamente por la 
enzima, indicando por tanto que el factor es de naturaleza 
protéica. El que no se haya abatido totalmente el efecto, puede 
deberse, a que no se utilizó la concentración adecuada de la 
proteasa o que e>ciste un s.inergismo con alguna otra molécula 
presente en el MC. 

El haber obtenido evid1'!t1cias de que el efoc~.o intiibidor 
presente en el MC de f ibroblastos confluentes es ejercido por un 
factor de naturaleza protéica, nos permite emplear técnicas 
propias de este tipo de biomoléculas para su caracterización 
molecular, ya que en el MC existe gran variedad de prote1nas 
secretadas por las células además de las prote1nas presentes en 
el SFB. Para caracterizar dicho factor, se realizó una separación 
cromatográfica del MC de fibroblastos confluentes. Después de la 
separación se encontró que la actividad inhibidora del MC estaba 
presente en la fracción correspondiente a los 23,500 d. También, 
se observó que podría existir una proteina en las fracciones que 
constituyen la zona de interpicos con actividad estimuladora de 
la proliferación, lo cual no seria raro ya que se sabe que estas 
células son capaces de secretar moléculas con dicha actividad. 

Para determinar la pureza del factor, se realizó una 
separación de la fracción que conte111a a la prote1na inhibidora 
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mediante electroforesis. La separación mostró que se trata de 
una sóla proteína puesto que sólo se observó una banda de 
aproximadamente 43,500 d (Figura 10). sin embargo, el peso 
molecular de dicha protelna no corresponde con el peso de la 
prote1na obtenida en la separación cromatográfica. El peso 
molecular obtenido mediante la electroforesis fue de 43,500 d, el 
cual es aproximadamente el doble del peso de 23,500 d de la 
separación cromatográfica. Esto sugiere que la protelna obtenida 
en la fracción cromatográfica, tiene ln capacidad de dimerizarse. 
Es necesario realizar tJna electroforesis en condiciones 
reductoras para determinar si en realidad se trata de un dímero 
que fue agregado por los precedimientos de concentración 
(liofilización). Lo que es claro, es que se trata de un factor 
protéico, que es secretado por las células fibroblásticas 
normales provenientes de cérvix normal, y cuyo efecto es 
dependiente de la densidad celular. El hecho de haber aislado 
un factor protéico con actividad inhibidora de la proliferación 
de células epiteliales y fibroblásticas, genera otras cuestiones, 
tales como: si se trata de un factor nuevo que debe afiadirse a la 
lista de factores inh.ibidores 6 se tr.ata de un factor ya 
descrito. En el caso de tratar.se de un factor ya reportado, 
podrla proponerse como un agente terapeútico para el tratamiento 
·ctel cacu, sólo o en combinación con otras terapias. En el caso de 
tratarse de un factor nuevo, tendria que ser caracterizado 
bioquimica y moleculnrmente para proponerlo como un candidato 
terapeútico en el tratamiento del cacu. De cualquier manera, se 
abren espectativas para establecer nuevas terapias para el 
tratamiento del cacu, cuya incidencia es alta en nuestro pa1s. 

La caracterización parcial, realizada en este trabajo del 
factor inhibidor establece que se trata de una glicoprote1na. La 
comparación de esta glicoproteína con los factore.3 inhibidores 
reportados y caracterizados ha::;ta. su sccuencia.ción aminoácida, 
sugiere que e5ta glicoprotcína contiene un porcentaje muy bajo 
de cisteinas y mctioninas, rasgo por d~rnás relevante ya que los 
factores inhibidores caracterizados como el TGF-Beta, el INFr 
TNF, presentan un número determinado de cisteinas corno parte de 
su constitución aminoácida (42), sugiriendo que el factor 
inhibidor secretado por f ibroblastos provenientes de cérvix 
normal podría ser un factor diferente. 

El hallazgo de un factor de naturaleza protéica secretado 
por células normales con actividad inhibidora de la proliferación 
sobre células tumorales, podrla implicar que el estado 
transformado de las células tumorales de cacu está relacionado 
de manera directa con la falta de producción del inhibidor. 

La generación de un factor inhibidor endógeno sería de mucha 
utilidad en el diseno de terapias antitumoralcs, os por ello que 
debe continuarse con el estudio y caracterización del mecanismo 
de acción de esto tipo de inhibidor de la proliferación celular, 
para proceder a su purificación y clonación para su producción 
recombinnnte con posibilidades de aplicación clinica. 
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CONCLUSIONES 

1.- Las células epiteliales y fibroblásticas normales 
provenientes de cérvix normal son capaces de secretar 

un inhibidor de 'la proliferación celular. 

2.- El factor inhibidor de la proliferación actúa tanto en 
las células normales que lo producen, corno en células 
derivadas de tumores de cérvix y las provenientes de la 
11nea tumoral de laringe humana "HEP-2". 

3.- El efecto inhibidor d~ la proliferación presente en el 
medio condicionado por fibroblastos normales de cérvix, 
está asociado a una glicoproteina de 23,500 d. 

4.- Los medios condicionados de células tumorales 
provenientes de cáncer cérvico-uterino y de la linea 
tumoral "HEP-2 11

, no presentan una actividad inhibidora 
de la proliferación sobre si mismas ni entre ellas. 
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APENDICE 1 

PREPllRACION DEL MEDIO DE CULTIVO EAGLE 

Se mide un volumen de agua bidestilada 5% menor al volumen 
de medio total deseado, utilizando para ello dos matraces. Se 
adicionan 13.4 g/1 de medio de Eagle en polvo (Gibco Laboratorios 
U.S.A.) agitándose suavemente, se agregan 3.7 g de bicarbonato de 
sodio, 100 U/rnl de penicilina, 100 U/ml de estreptomicina. Se 
complata t?l volumen deseado con ag•1a bidest llada, se ajusta el pH 
entre 0.2 y 0.3 menos del que se cti~sea, que es de 7.2 (con ácido 
clorhidrico) y se esterilisa por filtración con membrana de poro 
de 0.22 u. 

Composición del Medio Mínimo Esencial de Eagle 

Aminoácidos Concentraci6n 
(mg) 

t=~f~~~~~~: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : 
L-Glutamina ..•........ , . , .•. , ..•.•..... , ••• 
Glicina ...•..•...•...•...••....•. ,, •. ,., ••. 
L-Histidina l!Cl' H2C ..•............••••.••• 
L-Isoleucina .•.•....•.....•..•...•.••.....• 
L-Leucina •...••....•....•..••....•... , •. , .• 
L-Lisina' HCl .•.••......•..•.••.•.....••.•• 
L-Metionina ...•....•..•..••.•••..•....••••. 
L-Feni la lanina ..•....••..•..... , •....••..•• 
L-Serina •• , .. , .. , ..• , ...•....•••• , •... ,, ••. 
L-Treonina ................. , •....•.••••....• 
L-Triptofano ...... , ... , .. , •.. ,., ......... , .. 
L-Tirosina (sal disódica) •..•.•..•..•.••••• 
L-Valina .....••.••• , ... ,, ..••• , ••.•.•••...• 
Vitaminas 
O-Ca Pentotenato ...•......•...•••.....•..•.. 
Cloruro de Colina ••..•....•. , .•.•. , •.•.•..•• 
Acido Fólico .••.•• , ....•. , •••• , ••• ,., •• ,, ••• 
Inositol •........••.........••.• , ..•• , , ..... 
Nicotinamida ••••.•.••.. , •.••....•. , , .•••.••• 
Piridoxal ..•.....•...•.. , .... ,., ..•...••..•• 
Rivoflavina •..•• , ••••....•...•.•.•• , •.••••.• 
Tiarnina .•..••.....•...•••.•.•...•• , •••••.••• 
Sales Inorgánicas 

84. 00 
62.57 

584.00 
30.00 
42.00 

105.00 
105.00 
146.00 

30.00 
66.00 
42.00 
95.00 
16.00 

104.00 
94.00 

4.00 
4. 00 
7.20 
7.20 
4.00 
4.00 
0.40 
4. 00 

Cloruro de Calcio Anhidro .••..•.•..••••.•••. 200. 00 
Nitrato de Hierro III Nonhidratado.......... 0.10 
Cloruro de Potasio, ...•.••.. , •...•. , . • . . . . • . 4 00. 00 
Sulfato de Magnesio Anhidro •.•.... ,, ... ,,.,, 97. 67 
Cloruro de Sodio, ••..••••••••••••• , ••• ,, •• ,, 6400, 00 
Fosfato monosódico monohidratado ....•.•.••.. 125.00 
otros compuestos 
L-Glucosa .•.•..•.•...•.•••.•• , ..•...••• , •.•. 4500. 00 
Rojo Fenal. ..••••••...••••.•••.••. , •.••.•. ,. 15. oo 
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APENDICE 2 ~ 
~--------___J 

PREPARACION DE LA BOLUCION DE GLUTARALDEHIDO EN BAF 

La solución amortiguadora de fosfatos (SAF) se prepara 
añadiendo a un volumen de 950 ml df' agua destilada a 4 ºC los 
siguientes reactivos. 

Cloruro de sodio ......................................•. 8, O g 
Fosfato de potasio diácido .............................. 0.2 g 
Fosfato de sodio dibasico (dodccahidratado) ............. 2.9 g 
Cloruro de potasio ................. , .................... O. 2 g 

Posteriormente se agita vigorosamente, se ajusta el ph a 7.2, 
se afora a 1 litro y se esteriliza a 20 lb do presión durante 20 
rnin. 

La solución de glutarnldehido en sr~F se prepara adicionando 
0.090 ml de glutaraldehjdo al 50 % de pureza en 90 ml de SAF, se 
afora a 100 ml y se filtra con membrana de poro de 0.22 I'· 

APENDICE 3 

PREPARACION DEL COLORANTE CRISTAL VIOLETA 

La solución de cristal violeta se prepara ul O.: 't en una 
solución amortiguadora de ácido fórmico 200 rnM pH 6. O, la cual 
consiste en agregar J. 96 g de NaOH y 4. 28 ml de ácido fórmico 
aforados a 500 ml con agua birlestilada. Una vez preparada la 
solución de cristal violeta es filtrada y posteriormente usada. 

APENDICE 4 

PREPARllCION DE LA SOLUCION DE TRIPSI!IA 0.05% 

La solución de tripsina se prepara añadiendo o. 05 g de 
tripsina (Sigma Chernical u.s.A) en 100 ml de Solución de verseno. 
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¡--- APENOICE S _J 
~~--------

PREPARACION DE SOLUCION DE VERSENO 

A BOO ml de agua bidestilada se adicionan las siguientes 
sustanci.;is: 

Compuestos 

Tris base ..............•.....•..........•.... 
Clor11ro de Sodio .•. , ••..•.•.••••••.••.••••••. 
Cloruro de Potasio ....................••.••.. 
Etilén-diam1n-tetra-acético (EDTA) ••••••••••• 

concentración 
(g/L) 

3.04 
e.oo 
0.40 
0.20 

Posteriormente se disuelven perfectamente los compuestos con 
el agua, y se afora a un litro con agua bidestilada, ajustandose 
el pll a 7.7 con ácido clorhi<lrico 10 H y se esteriliZil por medio 
de autoclave a 20 lb durante 20 minutos. 

APENDICE 6 

ANALISIS ESTADISTICO 

Los resultados obtenidos en los ensayos experimentales 
fueron sometidos a dos pruebas estadisticas, una d8nominada 
:ANDEVA o un6lisis de varian2a que establece un valor modio 
denominada 11 Gran Media" con una distribución da los datos de una 
manera normal y nos dice que tan alejadas están los valores 
promedios de las muestras de nuestros ensayos con respecto a la 
gran media, lo que deti?rmina si la muestra presenta un 
comportamiento de distribución normal o no; la segunda prueba 
denominada pruoba do diforoncia significativo. minima (DSM) do 
Fisher se realiza cuando el análisis de varianza indica que 
existe diferencia entre lau m0dias de dos o más poblaciones, 
indicandonos entre que pares de medias existe esta diferencia. 

La DSM se define corno la diferencia mínima que puede e:<istir 
entre dos medias de muestras significativamente diferentes. 

De este análisis se obtuvo que en los ensayos mostrados en 
las figuras 4, 5 y siete, existe una diferencia de las muestras 
con respecto al control. El ensayo de la figura seis, las 
muestras no presentan diferencia si9nificativa con re:specto al 
control. En el ensayo de la figura 9, tod~s las muestras fueron 
diferentes con respecto al control excepto la muestra denominadn 
FHI que es igual al control. El análisis estadístico fue 
re~lizado con una probabilidad del 95% o p = 0.05 
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