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RESUMEN

l.os cultivos confluentes de fibroblastos provenicntes de cérvix humano secrctan al medio de

cultive un factor soluble capaz de inhibir la proliferacion de células epiteliales, fibroblasticas y

wmorales provenicntes del cérvix humano, denominado  Factor inhibidor de la Proliferacion

(FIP). En cste trabajo se determing que el FIP es capaz de detener a las células fibroblasticas
provenientes de cérvix humano asi como a las células tumorales Caloo, Hel.a ¢ InBBl en la fasc
G del ciclo celular. El hecho de que ¢l FIP no activa a la caspasa 3. sugiere que no se trata de un
factor apoptdtico sino miis bien de un lactor citostitico. Con respecto a su mecanismo de accion.
se encontré que ¢l FIP induce la expresion de la proteina p27 sin un aparente  efecto sobre la
proteina Rb. Estos hallazgos confirman que las células normales regulan su division celular con
ja participacion dc¢ factores solubles que cllas mismas secretan y que su estudio podria ser
enfocado para cevaluarlos como agentes terapéuticos en enfermedades relacionadas con

desérdences de la division celular como es ¢l caso del cincer.
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INTRODUCCION”

'ara mantener la integridad de un ‘individuo.. las células de su cuerpo deben mantener un
equilibrio entre proliferacion y muerte celular. El continuo crecimiento y la divisién celular que

caracteriza o la mayoria de los tgjidos del cuerpo determina ¢l desarrollo del individuo como un

todo.

Sobre 1a base de la frecuencia de la division celular, los distintos tejidos o poblaciones
celulares sc pueden clasificar en poblaciones estiticas, estables y renovables, las primeras solo
sufren division durante el desarrollo embrionario ya que se encucentran en la fase Go del ciclo
celular, tal es ¢l caso de la células nerviosas. Por su parte las poblaciones estables, que se
componen de células que rara vez se dividen y que también se encuentran en el estadio Gg del
ciclo celular, no presentan diferenciaciéon terminal dado que pucden activarse en respuesta a
estimulos externos, por cjemplo alguna clasec de lesion celular, tras lo cual retornan a la fase G y
sufren division normal. Como cjemplo de estas poblaciones sc ticnen a los fibroblastos y las
células endoteliales que se pueden estimular para la division por procesos de cicatrizacion.
Finalmente las poblaciones de células renovables que representan tejidos cn los que se produce
renovacién constante y actividad mitética regular, tal ¢s el caso de lus células del estrato basal de

la epidermis (1).

Cuando una célula termina su ciclo de vida llega la muerte celular, la cual se puede
presentar de diferentes formas como son: necrosis y apoptosis. La necrosis se debe siempre a
una accién lesiva, que puede ser un simple traumatismo fisico o quimico, por carencia de
oxigeno o la aceidn de toxinas bacterianas. Esta accion desencadena la liberacion de enzimas
lisosomicas y de autolisis de la célula, generalmente en este proceso el nicleo se retrac hasta
formar un grumo denso y finalmente se rompe en varios trozos. la célula se disuclve
gradualmente y por lo general es eliminada por accién de los fagocitos (2). La apoptosis. por otro
lado ¢s un procesa que requiere de encrgia y estd programado gendcticamente; a diferencia de la
necrosis este proceso elimina células aisladas. Generalmente aqui se presenta una condensacién

v fragmentacion de la cromatina nuclear y retraccidn celular, la degradacion de la cromatina se




3
produce por accion de las endonucleasas y las enzimas citoplasmaticas transforman la célula en
una envoltura rigida que se rompe en fragmentos. Generalmente durante este proceso las
membranas y los organclos celulares se mantienen intactos durante todo ¢l proceso que finaliza
cuando los fragmentos limitados por las membranas son fagocitados por las células vecinas y en

menor grado por macréfagos (3).

El envejecimiento celular también es un fenémeno programado que se expresa porque las
células normales presentan una cantidad limitada de divisiones, por cjemiplo los fibroblasto de

puceden dividir unas 50 veces e¢n cultivos celulures, tras lo cual pierden su

fetos humanos s
“capacidad de division y pasan a la fase Gy irreversible. Los fibroblastos de una persona de 40

afios dejan de dividirse despuds de 40 divisiones y los de una persona de 70 afios después de 20 o

30 ().
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REGULADORES DE LA PROLIFERACION CELULAR
Factores de crecimicnto y citocinas.

Los factores de crecimiento pueden ser definidos como polipéptidus que estimulan o inhiben Ia
proliferacion celular a través de su captura por receptores de membrana especificos de alta
afinidad. Los factores de crecimiento difieren de los polipéptidos hormonales no sélo en el
mecanismo de respuesta. sino también en la forma de ser secrctados por la célula. lLos factores
de crecimicento. no actian usualmente de forma endocrina. sino que se difunden en un drea

pequeiia a través de los espacios intercelulares actuando localmente ( 5) .

Desde la década de los 70°s se ha dado un gran auge en las investigaciones sobre los
reguladores del crecimiento. En 1972 Taylor y sus colaboradores rceportan un factor de
crecimicento epidérmico (EGF por sus siglas ¢n inglés) ¢l cual fue descrito como un péptido que
estimula el crecimicnto de cultivos celulares. Este fue primero purificado de la glandula
submaxilar de raton y mas adelante de la orina humana. El EGF es un polipéptido de 6kDa

formado por una cadena simple de 53 residuos de aminodcidos (6).

IEn 1975 Gospodarowics purifica al factor de erccimiento fibroblistico (FGF por sus
siglas en inglés), que es capaz de estimular ¢l crecimicento de células endoteliales vasculares asi
comeo de células fibroblasticas en cultivo (7) su caracterizacién molecular indica que se trata de

una proteina de cadena simple de entre 14 y 18 kDa (5).

EEn 1978. De¢ Larco y Todaro reportan actividad de un factor obtenido de células de raton
transformadas con el virus de Sarcoma murino Moloney (8) al que se nombré factor: de
crecimiento trunsformante B (TGF-B por sus siglas en inglés) por su habilidad de csﬁmular,
bajo condiciones apropiadas. crecimiento de algunas lincas celulares de forma indcpendiénle de
la adhesion al sustrato. El TGF-p es capaz de inhibir, estimular o no influir en la proliferacion o
diferenciacion  celular, ademas de estar involucrado en [a degradacion y producéién de matriz

extracelular y en la respuesta inflamatorin ¢ inmunc dependiendo del tipo celular y las
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condiciones del microambiente en donde se utilice (9. 10). Esta importante molécula consiste
en dos cadenas idénticas entrelazadas por puentes disulliuro con un peso molecular de 25 kDa y
cada cadena esta compuesta de 112 aminodcidos (11). El TGF-f ¢s uno de los factores de
crecimiento mas estudiados. Jin Woo Kim y sus colaboradores reportan que es capaz de inducir
apoptosis en c€lulas de cancer cervical por una disminucion en la expresién del gene c-myc (12):
Dimitris Klestsas y su grupo de trabajo, reportan que es capaz de inhibir Ia sintesis de ADN en
cultivos de fibroblastos de embriones humanos (13) y Ellen A. Rorke y colaboradores asi como
James W, Jascobberger, reporian que ¢l TGF-f3 suprime la prolitferacion y potencia la apoptosis
cn células del epitelio cervical humanas transformadas con ¢l virus del papiloma humano HPV-

16 (11.14).

Otro importante factor de crecimicento celular es ¢l Interferéon y (IFN-y). Los
interfecrones son claborados por las células en respuesta a virus. antigenos © mitdégenos pero
también se les han atribuido otras funciones como factores inmunomoduladores , supresores de
proliferacion y diferenciadores (16); el efecto antiproliferativo del IFN-y en células tumorales
parcce estar mediado por linfotoxinas, aunque s¢ piensa que sus mecanismos de inhibicién
pueden ser desencadenados a través de induccién de enzimas antivirales, induccién de genes
supresores pero de funcién y estructura desconocidos. Este factor modula la produccién de
oncogenes, regula la expresion de genes de factores de crecimicnto, gjerce una accidn directa

sobre oncogenes y aumenta las defensas del huésped (16, 17).

El Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa por sus siglas en inglés), es también una
proteina con actividad reguladora de la proliferacion cclular, cuya actividad esta denominada
por el tipo celular al que se liga y a la presencia de otras proteinas reguladoras (18); el TNFa
ticne actividad biolégica cundo se presenta como un trimero con subunidades de 17 kDa y puede
estimular la proliferacion de varias lincas fibroblasticas humanas y algunas lineas celulares
tumorales (19). es téxico para algunas células transformadas y podria suprimir la formacién de
colonias de algunas células hematopoyéticas normales tanto de humano. como de ratdn in vitro

(20).
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La interleucina 13 (1L-1pB) por su parte, estimula la proliferacion de fibroblastoes, células
musculares, queratinocitos, células mesengiales. células gliales. linfocitos T y B, asi como
precursores hematopoyiédticos, induce actividad procoagulante vy adhesividad de células
endoteliales entre otras funciones (21, 22):; ha mostrado detener la proliferacion de miocitos y
fibroblastos cardiacos, ademis de su efecto inhibidor en células transformadas de musculo liso y
astrocitos (23). también se¢ ha reportado que inhibe la proliferacion de células tumorales

provenicentes de cincer ovarico (24).

La interleacina 2 (IL-2) es también un potente regulador de crecimiento de células T
(25) ademais de tener actividad en el crecimiento y diferenciacion de las células B, células
asesinas y algunas células no linfoides (26. 27); también se ha encontrade quc esta citocina es
capaz de inhibir la proliferacién de fibroblastos 3T3 (28) ¢ inhibe la proliferacion de células

tumorales tanto in vive como in vitro (29).

Otros factores

Ademas de éstos ya bien caracterizados factores de crecimiento. s¢ han reportado muchos otros.
La mayoria de estos factores son proteinas o glicoproteinas de bajo peso molecular y sc
encuentran pobremente caracterizados. En 1992 Patrick G. Jonson y colaboradores, identifican
una protcina secretada por Ia linca celular 3T3-L1 derivada de la linca fibroblastica de ratén 3T3
que es capaz de inhibir el crecimicento de células en cultivo de ciincer de mama humanas MCF-7

v sehalan que dicha molécula es un polipéptido de 69 kDa (30).

En 1993, ci grupo de Masatoshi Kataoka purifica a partir del citosol de la bacteria
Actinobacillus actinomyeetemcomitans Y4 un factor con un peso de 65 kDa que es capaz de
inhibir el crecimiento de fibroblastos gingiviales humanos en cultivo (31) ¥ cn ese mismo ailo H.
I°. McMurray reporta una molécula de entre 2.5 y 6.5 kDa obtenida a partir de cultivos de

macrofagos de la linca P388D1 que inhibe ¢l crecimiento de fibroblastos 3T3 asi como de
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células del masculo liso de la aorta porcina. Dicha moléeula es sensible al calor y a la tripsina y

la actividad inhibidora no afecta ta morfologia celular (32).

£En 1994, C. Blat y colaboradores, reportan una molécula de 45 kDa secretada en medios
de cultivo confluentes de fibroblastos de embrién de ratdon que tiene efecto sobre cllos mismos
(33); ya en cstos trabajos se observa que los factores de crecimiento pueden tener tanto un efecto

autderino como paricrino.

En 1995 Isabella Canipgia y su grupo de trabajo caracterizan parcialmente un factor con
actividad inhibidora del crecimiento de fibroblastos a partir de medios condicionados de células
epiteliales de pulmon de embrion de rata, dicho factor presenta un peso de entre 3.5 y 12.5 KDa,
se desactiva con la tripsina y es sensible al calor y al dcido (34). Chicko Hashimoto y su grupo
reportan un factor obtenido de lisados de higado de hamster que es capaz de inhibir el
crecimiento de cultivos de fibroblastos de himster transformados con el virus SV-40, éste
inhibidor tiene un peso de 37 kDa y presenta un efecto reversible al ser retirado de los cultivos
(35).

En 1996 Nobuko Satomi y colaboradores. purifican y caracterizan’ una citosina con
actividad antitumoral cn células fibroblasticas de: raton; esta fue obtenida de sobrenadantes de
cultivos de una linea celular de histiocitos -humanos. asi- como de suero de conecjo,-el peso

molecular de esta citosina es de 41 y 46 KDa en humanos y de 42 » 55 KDa en conejo (36).
Factor Inhibidor de Ia Proliferacion (FIP)

Para 1999 ‘Sanchez, L y su grupo de trabajo aislan un factor que es capaz de inhibir la
proliferacién de fibroblastos normales al que sc ha denominado Factor Inhibidor de la
Proliferacion (FIP?) (37). El FIP cs un factor aislado de sobrenadantes de cultivos confluentes de
células fibloblasticas de cérvix humano por precipitacién con 80% dc sulfato de amonio,
dializado y filtrado. Este factor cs capaz de inhibir la proliferacion de fibroblastos normales en

un 35% con respecto a un control cuando es adicionado en un 25% del volumen total del medio
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de cultivo. El medio condicionado fue fraccionado por exclusién molecular y un andlisis dec la

densidad 6ptica de las diferentes fracciones revelé que la fraccion con actividad inhibitoria
corresponde a un peso molecular de 23kDa. S¢ confirmé que sc trata de una molécula de
naturaleza proteica ya que al adicionarle tripsina se pierde la actividad inhibidora al igual que al
incremientar la temperatura # 60°C. Se compard la actividad inhibitoria del FIP con el efecto de
algunas citocinas como el EGF, TGF-f, TNF-a., IFN-y y IL-13 ¢n cultivos de fibroblastos en
crecimiento exponencial y se¢ encontré que el unico factor con actividad inhibitoria en
condiciones y concentracién similar al FIP fue ¢l TG, sin embargo se descarté que sc trate del
mismo ya quc al evaluar el efecto de ambos sobre cultivos de la linca celular MvlLu, que se
sabe son sensibles al TGFB; se encontré una inhibicion del 40% con el TGF-f y no se encontré

un efecto correspondicnte con ¢l FIP ( 37).

FACTOR ALGUNOS DE LLOS TIPOS CELULARES EN QU ACTUA PM (kDa)
EGF Estimula la proliferacién de fibroblistos y epitelios 6
FGF Estimula la proliferacion de células endoteliales vasculares y 14-18

fibroblastos en cultivo

TGFp Células humanas no transformadas, fibroblastos. ecpitelios, 25
c¢ndotelios, células linfohematopoyéticas

TNFa Fibroblastos, células transformadas 17

1L-1p Fibroblistos, células musculares, queratinocitos, endotelios 17.5

1.-2 Fibroblastos 3713, células tumorales. células T 15-18

Tabla 1. Algunos de los principales reguladores de la proliferacion celular repormdos en la
titeratura. :
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Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso altamente ordenado que termina con la duplicacién y transmisién
de la informacidén gendética de una peneracién celular a otra. Este esta dividido en fases discretas
:G; cs el periodo que sigue a la mitosis y la separa de la fase S; en clla especialmente al
principio, ocurre una activa sintesis de ARN y proteinas ademas dc otros componentes celulares
por lo quc la célula crece. 8 es un periodo que transcurre con sintesis de ADN, que se duplica.
dado que se forma una copia exacta del mismo; la replicacion del ADN no modifica el aspecto
del nticleo celular. Ga es ¢l periodo que sigue a la fase S y la separa de la mitosis, en este cstadio
tiene lugar un crecimicnto ulterior. pero ademads actiia como periodo de seguridad durante el cual
la célula controla y verifica que todo el ADN se haya duplicado en forma correcta antes de
comenzar la mitosis. M cs la fase que siguc a Gz y designa a la mitosis, que se divide en una
serie de estadios parciales: profase, metafase, anafase y telofase. Gy se refiere a las células que
sc encuentran temporalmente o permanentemente fuera de ciclo (38) (Figura 1).

M
(mitosis) G1

G2
(Gop 2) Gop 1y

N
Células Gy
fase S que cesan
(Sintesis de ADNY la division

Figura 1. Esquema del ciclo celular donde se observan los diferentes momentos de {a

interfase | Ia mitosis y la fase Go (41).
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Durante el ciclo celular se deben completar los eventos de cadu fase antes de pasar a la
siguiente, por lo que existen puntos de control que monitorean la integridad del ADN y se
encuentran cn puntos estratégicos del ciclo: en G tardia y en la interfase G2/M para prevenir la

propagacién de células dafiadas o mutadas.

Las células normales dependen de estimulos externos (mitogénicos o factores de
crecimiento) para salir de Go a G, respondiendo con una cascada dec fosforilaciones
intrucclulares en donde las ciclinas y las cinasas dependientes de las ciclinas (CDKs por sus
siglas en inglés) adquicren un papel fundamental. Los complcjos ciclina/CDK fosforilan
sustratos proteicos especificos, moviendo a la célula a través del ciclo con una activaciéon de

sintesis de ADN y formacion de componentes estructurales especificos asociados a la mitosis

(39,40).

El ciclo avanza por G; con un incremento cn la expresion de las ciclinas D, que se
asocian con CDK4 y CDKS6, resultando en su fosforilacidn y activacién; éstos ya activados,
fosforilan a la proteina RB (Retinoblastoma) que tiene un papel critico en la regulacién de la
progresion del punto de restriccion de Gi. Los miembros de la familia RB son proteinas que
secuestran a las proteinas de transcripcion E2F, evitando que formen complejos con el ADN. En
estado hipofosforilado, RB puede capturar a E2F evitando su actividad transcripcional. Cuando
RB cs fosforilado por CDK4/6 sc disocia de E2I° y el ciclo continta. Cuando la célula avanza
por G, tardia, hay también un aumento en la expresion de la ciclina E que es requerida
acomplejada con CDK?2 para la transicién de G, a S, en esta transicion, aumenta la expresion de

la ciclina A y persiste durante S. La ciclina A es capturada por CDK2 y procede a la sintesis del

ADN (39,40) (Figura 2).
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Punto Gg- M .. - e Factores de
f . Punto M crecimiento

Proto-
oncogenes

:

Genes supresoras|
de tumores

CDIs

Punto R i
- . - Factores inhibidores
de o e ento

Fig. 2. Las células normales o de factores de crecimiento para salir de
Go a Gy, respondicndo con una da de fosforilaciones intracelulares en
donde las ciclinas CDKs adquieren un papel fund. 1. Los lcj

ciclina/CDK fosforilan sustratos proteicos especificos moviendo a la célula a
travds del ciclo con una activacion de sintesis de ADN y formacion de
componentes estructurales especificos asociados a la mitosis (39)..

En ¢l punto de control G; sc monitorea que no exista dafio en ¢l ADN o que no sc haya
copiado completamente, en cuyo caso ¢l ciclo es detenido hasta que el daifio sea reparado o el

ciclo sea abortado, en caso de que el dafio exceda la capacidad de la célula para reparzirlo.
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Ciincer

Todas las células del cuerpo estiin organizadas de tal . modo que sc comportan como una
sociedad en donde todas cllas colaboran entre si para mantener la salud del orgnriismo. Dentro de
esta sociedad impera la norma del auto sacrificio mas que el de la competencia, por lo que casi
todas las células en algin momento estin condenadas a morir con la finalidad de que sobrevivan
las células germinales, que de alguna manera, seran las encargadas de propagar los gencs del

individuo. Cualquier comportamiento no altruista de una célula somatica pondra en peligro a

todo cl organismo (41).

El cancer es una enfermedad en la que las células individuales rompen ¢l orden natural y
cmpiezan a proliferar a expensas de sus vecinas pero que finalmente destruyen a toda la sociedad
y mueren. Las células tumorales proliferan a pesar de. las restricciones. normales y ademas
producen metdstasis, ¢s decir, que ticnen la capacidad de ingresar al torrente sanguinco para

llegar hasta otros sitios del cucrpo donde continiian su proliferacion (42).

Ciincer cérvico uterino (CaCu)

El cancer cérvico uterino (CaCu) cs la primera causa de muerte cn la mujer mexicana (43).
Aparcce en 1a union del canal cervical y del cctocérvix, que es ¢l sitio donde las células pueden
sulrir trunsformaciones por la accion de uno o mas factores de riesgo ya sean biolégicos (
mutaciones. virus, edad), socioculturales (escolaridad, habitos de higiene), ¢ incluso factores
medioambicntales a los que todos estamos expuestos. Las anormalidades tempranas del cérvix,
conocidas como ncoplasias intracpiteliales cervicales (NIC) se diagnostican cominmente cn
mujeres de entre 30 y 40 aiios de edad. Para que el NIC evolucione a CaCu invasor necesita de 8
a 20 afos y en la mayoria de los casos se requicre de 5 a 10 afios para que las células
transformadas penetren a la membrana basal del cérvix e invadan otros tejidos (44). Una vez
ocurrido esto. las pacientes que no han recibido tratamiento, o que no han respondido a éste.

mueren usualmente en un periodo de 3 a 5 ailos.
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La Sociedad Amcricana del Cancer (dmerican Cancer Sociery) estima que, durante
2002, se diagnosticarin alrededor de 13,000 casos de cdncer invasivo del cuello uterino en los
Estados Unidos. Algunos investigadores calculan que el edéncer no invasivo del cuello uterino

(carcinoma in situ) es casi 4 veces mis comiin que el eancer invasivo del cuello uterino.

Entre 1955 y 1992, ¢l niimero de mucrtes debidas a este tipo de cancer en los Estados
Unidos disminuyé en un 74%. La razén principal de cste cambio cs el aumento del uso de la
priucha de Papanicolaon, un procedimiento de deteccidn que permite diagnosticar el cdncer
preinvasivo y ¢l cdncer invasivo en sus etapas iniciales. El indice de morntalidad continta bajando

a razon de aproximadamente 2% al aio (45.46).

Por su parte. de acuerdo con el Sistema Nacional de Salud, ¢l cincer cérvico-uterino
ocupd ¢l primer lugar como causa de muerte por cincer en México con 41,326 casos, lo que
corresponde al 22.5% dcl total de casos registrado. Las cifras seilalan que también ocupd la

primera posicion en la poblacidn femenina en el tricnio 1993-1995 (34.7%). Los grupos de edad

mas afectados son los de 35 a 59 afos (33.6%).

La variante histolégica mas frecuente fue ¢l carcinoma de células escamosas (91.5%); y
le siguen en orden de importancia el adenocarcinoma con 3.7%. De acuerdo con la notificacion
por institucion, ¢l sector publico reporté mas del 70% de los casos y el sector privado el 15.9% .

Con respecto a la entidad federativa, el Distrito Federal. Jalisco y Veracruz son los
estados que reportaron los mads altos porcentajes, y los estados de Quintana Roo. Baja California

Sur los menores. Sonora, con 680 casos representé el 1.6% (47).

Factores de riesgo

Varios factores de riesgo aumentan las probabilidades de contraer cancer del cucllo uterino. Las
mujeres sin estos factores de riesgo raramente contraen dicha enfermedad. Aunque estos factores
aumentan las probabilidades de contraer un ciancer del cucllo uterino, muchas mujeres que los

tienen. no lo padecen. Cuando una mujer contrac cincer del cuello uterino o presenta cambios
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precancerosos, no ¢s posible decir con seguridad qué factor de riesgo en particular lo ha

causado. Sin embargo algunos de los mas comunes son los siguientes:

Edad: la edad promedio de las mujeres que por primera vez reciben un diagnéstico de cancer del
cuello uterino cs entre 50 y 55 aios. El riesgo de contraer este cancer es muy bajo entre las
jovencitas menores de quince aftos. Comienza a presentarse en las mujeres que tienen entre 20 y
29 afios de edad. El cuello uterino es distinto a la mayoria de los tipos de cancer cuya frecuencin
aumenta con la edad de la persona. Aunque el céincer del cuello uterino si atecta a las mujeres
Jiovencs, muchas mujeres mayores no s¢ dan cuenta de que su ricsgo para contracr cancer del
cuello uterino no disminuye a medida que aumentan ¢n edad y de que es importante para cllas

continuar haciéndose las prucbas de Papanicolaou (45).

Infeccién con ¢l virus del papiloma humane: ¢l factor de riesgo mis importante para el cancer
del cucllo uterino es la infeccion con el virus del papiloma humano (HPV, por sus siglas en
inglés). Los HPV son un grupo de mas de 70 tipos de virus llamados papilomavirus porque
pueden causar verrugas. o papilomas. Ciertos tipos de HPV pueden infectar los Srganos genitales
femeninos y masculinos, asi como el drea del ano. Estos tipos de HPV se transmiten de una
persona a otra durante el contacte sexual, El término médico para las verrugas genitales es
condiloma acuminado. La mayoria de las verrugas genitales se debe a dos tipos de virus det
papiloma humano: ¢l HPV 6 y el HHPV 11. Sélo cn raros casos éstos se convierien en cancer del
cuello uterino, por lo que se les llama virus de "bajo riesgo”. Sin embargo, otros tipos de HPV dc

6n sexual han sido asociados con ¢l cincer genital o anal. tanto en hombres como en

transmis
mujeres. IEstos se denominan tipos de "alto riesgo” ¢ incluyen ¢l HPV 16, HPV 18, HPV 33,
HIPV 35, HPV 45 y otros (48.49). Ciertos tipos de conductas sexuales aumentan el riesgo de una
mujer de contraer una infeccion con virus del papiloma humano: relaciones sexuales a temprana
edad. tener muchas pargjas sexuales. realizar ¢l acto sexual a cualquier edad sin proteccion,

entre otras (50).

Hibito de fumar: Fumar expone al cucrpo a numerosas sustancias quimicas cancerigenas que

afectan otros 6rganos. ademis de los pulmones. Estas sustancias dafiinas son absorbidas por los
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pulmones y conducidas en ¢l torrente sanguinco a traveés de todo ¢l cuerpo. S¢ han detectado

subproductos del tabaco en la mucosidad cervical de mujeres tumadoras. Los investigadores
opinan que estas sustancias dafian las células del cucllo uterino y pucden contribuir al origen del
cancer del cuello uterino. Las fumadoras tienen ¢l doble de probabilidades respecto a las no

fumadoras de contraer cincer del cuello uterino (51,52).

Anticonceptivos: No existe cvidencia definitiva que relacione el uso de las pildoras
anticonceptivas con ¢l cincer del cucllo uterino. IHay cierta evidencia estadistica de que el uso de
pildoras anticonceptivas por periodos prolongados puede aumcntar ligeramente el riesgo de
cincer del cuello uterino. Algunos investigadores sugicren una relacidon entre el uso de las
pildoras anticonceptivas durante cinco o mas aflos y un aumento en ¢l riesgo de cincer del cucllo

uterino. La investigacion para resolver este asunto continua (45),

Otros factores de riesgo. Sc han reportado otros factores que también pueden en un momento
aumentar las posibilidades de contraer la enfermedad. tales como la alimentacion y la condicién
econdmica, ya que muchas mujeres con bajos ingresos no iicnen acceso ficil a servicios
adecuados de atencién a la salud, incluyendo las prucbas de Papanicolaou y ¢l tratamiento de la
enfermedad precancerosa cervical. Estudios recientes indican que las mujeres cuyas madres o
hermanas han tenido cédncer del cucllo uterino ticnen mayores probabilidades de contracr la
enfermedad. Algunos investigadores sospechan que esta tendencia familiar se debe a una
condicion hereditaria que hace que algunas mujeres sean menos capaces de luchar contra la

infeccion con HPV que otras (50).
Tratamicnto del ciincer cérvico uterino

Un cancer pequeito (llamado cancer microinvasivo), puede ser removido totalmente mediante un
procedimiento llamado biopsia de cono. En este tipo de biopsia, sc remueve una cantidad mayor
del tejido de cérvix. El tejido es examinado bajo un microscopio para ver si todo el cancer ha

sido removido. Este procedimiento puede hacerse en ¢l consultorio del doctor. o en ¢l hospital.
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Ya que existen tres clases de biopsias de cono. los sintomas y ¢l ticmpo de recuperacién varia,

Si el cincer no pucde ser removido por medio de la biopsia de cono, la mujer pucde que tenga
que ser sometida a una operacion para remover ¢l Utero (histerectomia), para prevenir que ¢l
cincer invada otras partes del cuerpo. A veces, los nddulos linfiticos en el area de la pelvis
también son removidos. A esta operaciéon se le llama histerectomia radical. Pero si el cancer ha
invadido otras iireas fuera del cérvix, ¢l tratamiento usualmente es la radiacion. Generalmente, la

quimioterapia no ¢s usada para tratar el cdncer cervical (53.54).

CalLo, HeLa ¢ InBl provenientes de CaCu

Calo

Edad dc la paciente: 55 aiios

Diagndstico clinico: Carcinoma epidermoide de células grandes no queratinizadas con HPV-18
Descripeion microscépica: Las células muestran ntcleos pleomorficos con milosis atipicas.
Escaso citoplasma cosinéfilo y nucleos centrales. Forman grumos en mosaico.

stadio clinico 1B (55).

Caracteristicas del estadio: El estadio I1IB es considerado como ciincer microinvasor - de alio

riesgo. Iis tratado con ciertos agentes quimicos en combinacion con radioterapia (56).

Hel.a
lidad de la paciente: 31 aiios
Diagnoéstico clinico: Adenocarcinoma de cérvix con HPV-18

Descripeion microscopica: Células epiteliales.

Estadio clinico: IVB metastasico.

Caracteristicas del estadio: Este estadio es maligno con un alto ricsgo de mortandad, con pocas
posibilidades de curacion ¥ el riesgo de invadir otros érganos s¢ cncuentra en un porcentaje
considerable. El tratamicento depende de las caracteristicas que se presenten pero el poreentaje de

sobrevivencia es minimo (57).
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Edad de la paciente: 45 anos

Diagnostico clinico: carcinoma epidermoide de células grandes no queratinizantes con HPV-18
Descripeién microscopica: Células ;,randcs con nuacleos - hlpurcromaucos. Mitdsis atipicas y
formacidn de perlas corncas. g i :

Estadio Clinico: 1VB (55).

Caracteristicas de estadio: El estadio IVB es considerado 'al igual que ¢l 11B, como un ci,cer
microinvasor de ulto riesgo. Por lo general se¢ recurre 'a otros . tratamientos colaterales a

radioterapia; dependiendo de todas las caracteristicas en conjunto que se présenten.
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JUSTIFICACION

IEn la actualidad se realizan maltiples investigaciones en torno a los diversos factores que
controlan ¢l ciclo celular asi como la forma en que éstos actiian ya sea estimulando o inhibiendo
la proliferacioén celular. Esto es de gran relevancia. ya que su estudio nos permitird comprender
mejor los mecanismos involucrados cn dicho proceso y a su vez entender también algunas
cnfermedades derivadas de alteraciones en este ciclo, tales como el cincer eérvico uterino, que

¢s una de las principales causas de muerte ¢n la mujer mexicana,

El FIP es un factor capaz de inhibir la proliferacién de las células tumorales, por lo que su
ecstudio. ademads de ayudarnos a comprender su participaciéon en el mecanismo del ciclo celular,
podria convertirse en una terapia alterna para el tratamiento del CaCu y brindar asi nucvas

esperanzas de vida para las mujeres que lo padecen.
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HIPOTESIS

La mayoria de las moléculas que mantiencn ¢l cquilibrio entre proliferacién y muerte cclular son
glicoproteinas de bajo peso molecular y gencralmente cjercen su ctecto en la fuse G, del ciclo
celular. Dado que las células fibrobldsticas provenientes del cérvix humano. secretan cl Factor
Inhibidor de la Proliferacion (FIP). ¢l cual ejerce su accién tanto en células normales como
tumorales y conocicndo de que la mayoria de los factores que detienen la division celular lo
hacen en la fase G, del ciclo cclular, esperamos que la accién inhibidora del FIP también sea
cjercida en dicha fase. De igual manera se¢ ha demostrado que los factores inhibidores de la
proliferacién no sélo funcionan cn la fase G, sino ademis son capaces dc inducir muerte cclular
por la via apoptdtica. En base a lo anterior y en vista de que ¢l FIP presenta un efecto reversible
tanto ¢n células fibroblasticas asi como en las células tumorales, esperamos que ¢l FIP no sea un

factor apoptdtico.
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ORBIETIVOS

Objetivo general.

Determinar si el Factor Inhibidor de la Proliferacién (FIP) secretado por fibroblastos
provenientes de cérvix humano, frena la proliferacion de células tumorales Cal.o, HeLa ¢ InBl.,

asi como a células fibroblasticas en la fase G, del ciclo celular,

Objetivos particulares:
1. Establccer cultivos de  [ibroblistos provenientes del cérvix humano.
2. Obtener el FIP a partir de sobfcnadantes de cultivos conflucntes de células fibroblasticas.

3. Cultivar células tumorales CalLo, HeLa e InBL

4. Determinarsi ¢l FIP deticne.a las células tumorales asi como a las células fibroblasticas

en la fase G, del ciclo celular evalundas por’cilqn)elrih de flujo.
5. Determinar si las proteinas Rb'y b27 in;erviéncn en ei mecanismo de accién del FIP

6. Determinar si el FIP induce apoptosis en las células tumorales CaLo, FelLa e InBl
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MATERIALES Y METODO
Obtencion de fibroblastos provenientes de cérvix humano

Los fibroblastos s¢ obtuvicron de cérvix humano provenientes de pacientes a quiencs se les

realizé una histerectomia por presentar miomatosis uterina,

Una vez obtenida la picza quirtirgica, se corté un fragmento de cérvix y se transporté en
condiciones estériles en medio de cultiva RPMI adicionado con el 10% de Suero Fetal de
Bovino (SFB) (GIBCO) a una temperatura de 4° C. Posteriormente la muestra se fragmenté en
trozos de aproximadamente Smm y se deposité en un vaso de precipitados de 50ml que contenia
15m! dc tripsina al 0.05% cn solucion salina de verseno y un agitador magnético. El matraz sc
colocd en un baiio de agua a 37° C y en agitacion suave durante 13min. Después de este tiempo
se decantd el sobrenadante en un embudo con malla y se colecté en un tubo cénico que contenia
Iml de SFB. Al tejido remanente se le adicionaron 15ml! mas de tripsina al 0.05% cn verseno y

se repitio el procedimicnio anterior.

Los tubos que contcnian los filtrados fucron centrifugados a 1500rpm  durante 5 min y
posteriormente se retiré el sobrenadante por decantacion y el boton celular resultante en cada
tubo fue resuspendido en Sml de RPMI suplementado con 10% de SFB y se sembrd en cajas de
cultivo de 5ml (COSTAR) mantenidas en una incubadora (Scientific) a 37 °C con 5% de COa y
una atmoésfera de humedad a punto de rocio por 24h. Al cabo de este tiempo se realizé un
cambio de¢ medio por medio fresco (RPMI con 10% de SFB3) de tal manera que solo
permanecicron las células adheridas. Después de 5 a 7 dias se¢ obtuvieron cultivos celulares de

fibroblastos quec fueron resembrados con la finalidad de obtener una poblacién celular mas

homogénea.

La resiembra sc realizd cuando las cajas de cultivo presentaron un namero celular
importante (aproximadamente ¢l 70% de saturacién). A las cajas de cultivo se les retird

completamente el medio de cultivo y se les adicionaron 2ml de wripsina al 0.05% en verseno
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(para ¢l caso de las cajas COSTAR de 5ml). dejandolas en esta solucién por 3 min en la
incubadora. Al cabo de este tiempo, la caja de cultivo fue observada en un microscopio invertido
para asegurarsc que las células estuvicran completamente desprendidas. En scguida, con
resuspension vigorosa se completd la remocién de las células y la suspension celular fue
centrifugada a  1500rpm durante Smin. El botén celular fue resuspendido en RPMI al 10% de
SFB, para posteriormente distribuir las células en concentraciones de 20, 000 células/caja. A esta
resiembra se le llamo R,. La siguiente resicmbra (Rs). fue utilizada para ensayos de actividad
bioldgica, o para obtencién de medio condicionado. Las células no se emplearon para ningan

tipo de ensayo despuds de la resiembra 3 (58.59).
Obtencion de medios condicionados

Los medios condicionados de fibroblastos (MCF) de cérvix humano se obtuvicron despuds de
que las células en cultivo llegaron a la fase de confluencia. A estos cultivos se les retird ¢l medio
de cultivo y fueron lavados 5 veces con Sml de solucion salina PBS y sc dejaron posteriormente
con RPMI libre de SFB durante 48h después de lo cual se colecto el medio condicionado. El
medio se centrifugdé a 3000rpm para retirar el detrito celular y se almacenéd a 4 °C en recipientes

de vidrio estériles, hasta iniciar la concentracion.
Concentracion del MCF

El medio condicionado obicnido fue alicuotado ¢n tubos para centrifuga de 50mi y se concentrd
hasta sequedad por liofilizacion cen un liofilizador Speed Vac (SAVANT AES2000). El
concentrado de cada tubo fue resuspendido en Iml de PBS y sc colocd en una bolsa de didlisis
con poro de 1 kDa (Spectra/Poor MWCO 1000) y se introdujo en un recipiente con 1 litro de

PBS 0.25X durante 48h con cambios cada 8h.

Por Gltimo. ¢l PBS 0.25X sc cambid por PBS IX en agua en donde el MCF se dejo
dializando por otras 24h. Una vez concluido este tiempo. ¢! contenido de la bolsa de didlisis se

recuperd en tubos Eppendorl y se centrifugd a 14 000rpm durante 10min a 4 °C. El medio
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condicionado concentrado sc esterilizé haciéndolo pasar por una membrana de poro de 0.22

micras y fue almacenado a 4 °C hasta su utilizacion.

Cultivos de eélulas tumorales de CaCu Callo, Hela ¢ InBB)

Las lincas cclulares tumorales criopreservadas CaLo. HeLa ¢ InBl. provenientes de tres biopsias
diferentes de pacientes con cancer cérvico-uterino (60), se descongclaron y se hicieron crecer en
cajas petri de Sml y en RPMI al 10% de SFB dentro de una incubadora (Scientific) a 37° C, 5%
de CO; y una atmésfera himeda a punto de rocio durante tres a cinco dias dependiendo de la

densidad inicial.

a de Cristal Violeta

Evaluacién de la Proliferacion Celular mediante 1a téeni

El colorante cristal violeta, posce caructeristicas alealinas, que o permiten incorporarse a los
nucleos celulares, El numero de nucleos teflidos aumenta o disminuye conforme la proliferacion
celular se ve estimulada o inhibida (61). Las células fucron fijadas con glutaraldehido al 1.1%
durante 10min. para posteriormente ser lavadas con agua bidestilada y sccadas al aire. A’ las
placas secas se les agregd una solucidn de cristal violeta al 0.1% (hasta cubrir completamente las
células). manteniéndose en agitacion durante 10min. Una vez concluido este tiempo las placas de
cultivo sc¢ lavaron exhaustivamente con agua desionizada (de manera que el colorante no
incorporado sea retirado). para posteriormente secarse al aire a temperatura ambiente. A las cajas
de cultivo se les anadid dcido acdético al 10% (que solubiliza ¢l colorante de los ntclcos
celulares). dejando en agitacion durante 20min . Posteriormente a eso. se tomaron las lecturas de
cada pozo en un lector de placas de ELISA (E1 800: Bio-Tck) a 570nm y las densidades opticas

se graficaron como % de proliferacion celular con respecto a al control.




24

Viabil I celular por ¢l método de exclusiéon por azul tripano

El colorante azul tripano solamente es asimilado por la céluas cuando ésta sc encuentra
deteriorada de la membrana, en cambio, las células que no lo incorporan se consideran como

células viables.

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos ¢ inducidas con 15ug/ml de FIP |
transcurrido ¢l tiempo de estimulo, ¢l sobrenadante fue retirado de-los pozos y-sc desprendieron
las células con tripsina o verseno, éstas se diluycron 1 a 1 con azul tripano. Las células se
contaron en una cimara de Neubauer (Boeckel Co) y el porcenuaje de viabilidad fuc obtenido

mediante la siguiente relacion:

% de Viabilidad = Células tefiidas X100
Células tefiidas + células no teiiidas

Cuantificacion de protfeinas

La concentracién de proteinas fue evaluada con un kit de deteccion de los aminodcidos cisteina,
triptofano, cistcina y tirosina los cuales forman un color pirpura cuando reaccionen con acido
bicinconinico (BCA) en combinacion con ¢l método de Biuret (BCA Protein Assay Reagent,
PIERCE).
mucstras son comparadas con una curva patréon de albimina sobre la cual se hace Ia

IE1 color obtenido exhibe una fuerte absorbancia a 562nm y las lecturas de las
determinacion (62).
Ensayos de actividad biologica

La actividad inhibidora del FIP se determiné mediante ensayos experimentales en los que se

evalué enda uno de los MCF sobre ¢l cultivo de células fibroblisticas o tumorales ¢n fase
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exponencial. Para cada cultivo inducido se determiné el niumero y sc comparé con un control

al que no se aplicoé inductor.
Cromatografia de exclusiéon molecular

Una columna cromatogrifica de 35cm de altura y 1.5cm de diametro fue empacada con resina
Sephacryl S$-100 (Pharmacia Biotech), la columna se equilibré con solucion salina (PBS)
isoténica pH 7.0 y se calibré con marcadores de peso molecular conocido.

En la columna se aplicaron 750mg/0.5m! de medio condicionado concentrado y las
proteinas eluidas fucron colectadas. Se realizaron 30 separaciones cromatogrificas consecutivas
¥ se colectaron todas juntas de acuerdo con sus intervalos de peso molccular (lotes). Los lotes de
peso molecular obienidos fucron concentrados por liofilizacion hasia obtener 500ul de volumen
final. Las fracciones de proteina fucron probadas en cnsayos biolégicos para determinar su

actividad inhibidora.

Inmunocicectroanil

El analisis de fosforilacién de la proteina RB y la expresion de p27 se determiné por
inmunoclectroanilisis (63). La proteina total fue extraida utilizando una solucién de lisis
conteniendo Tris (pH 7). NaCl, NP-40,NaF, vanadato de sodio ¢ inhibidores de protecasas. Las
células fueron lavadas con una solucién de TBS y lisadas con 350 pl/plato de solucién de lisis
durante 20 minutos en hiclo. La proteina extraida fue colectada en tubos Eppendorf y
centrifugada a 14000rpm durante 5min y el sobrenadante fue almacenado a =20 °C. La cantidad
de proteina en cada muestra fue determinada por ¢l método BCA. Posteriormente, 150ug de
proteina total para cada condiciéon fueron sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 7.5%. El gel fuc transferido a una membrana de nitroccelulosa (Hybond), la cual se blogqued
con una solucidon de leche semidescremada al 6% en TBS-Tween durante 1h. Las membranas se
incubaron con los anticuerpos correspondientes durante 1h a temperatura ambicnte y

posteriormente se utilizé un anticuerpo sccundario conjugado con fosfatasa alealina diluido
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1:1000 en TBS-5% dc leche, incubiindolo durante 1h a temperaturny ambiente; La membrana

después de lavarse, fue revelada con Sml de solucién amortiguadora de fosfatasa alcalina y azul

de tetrazolio.
Anilisis PARDP

Las células tumorales fucron sembradas a una densidad de 2 X 10° células en cajas petri de
100mm. Después del tratamiento con 15ug/ml de FIP por 24. 48 v 72h las células fucron lavadas
con PBS y centrifugadas a 8000rpm por 3min a 4 °C. El sobrenadante fue retirado y el botén
celular fue resuspendido en 20l de buffer ( Tris 62.5 mM., Urea pli 6.8: glicerol al 10%, SDS al
2%. azul de bromofenol al 0.003%, 2-mercaptocthanol al 5%) y sonicado por 30s. Para inducir la
degradacion del sustrato de la caspasa 3 las células fucron tratadas con luz UV por 16h y
procesadas en condiciones similares a las células tratadas con el FIP. Estas fucron usadas como
un control positivo en la ruptura del PARP por la caspasa. La proteina celular total (150ug) fue
incubada a 65 °C por 15min y scparado por clectroforesis en un gel de poliaclilamida SDS al
7.5%. lLas proteinas separadas fucron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Hybond
Amersham) con buffer de tranferencia (Tris 25mM: Glicina 192mA1: Metanol 20%) a 60V por
1-2h. Las membranas de nitrocclulosa fueron bloqueadas con solucién PBS-MT (PBS 1X, pH
7.4: leche semidescremada al 5%:twen 20 al 0.1%) por 1h ¢ incubada toda la noche con el
anticuerpo C 2,10 (Anticuerpo monoclonal 1pG anti-PARP) diluido 1:10,000 en PBS-MT.
Después de la incubacion 1a membrana fue lavada con PBS-MT ¢ incubuada con anti 1gG de ratén
(Sigmu) diluida 1:2500 en PBS por 30min. La membrana fue lavada por 30min con PBS y Ia
proteina PARP fue detectada por quimioluminescencia usando un sustrato comecreial

(Supersignal, Picree) (64).
Citometria de flujo

Las células a evaluar fueron desprendidas con versceno o tripsina. segtin ¢l caso, se centrifugaron

a 1500rpm durante 3min y se lavaron una vez con PBS, posteriormente se fijuron con metanol al
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50% cn PBS por 10min a 4 °C o con ctlanol al 70% cn PBS. Sc lavaron una vez con PBS y sc
resuspendicron en 530 Ul/m! de RNAsa en PBS durante 1h a 37 °C. Posteriormente sc tifiecron con
20 Ul/m! de ioduro de propidio (200 mg/l) en PBS durante 2min. Se¢ resuspendicron en PBS y se

cvaluaron en ¢l citdmetro de flujo (65).

estadistico

Aniili

Los resultados obtenidos de los cnsayos experimentales fueron sometidos a tres prucbas
estadisticas, una denominada ANDEVA o andlisis de varianza. que establece un valor medio
denominado Gran Media, con una distribucion de los datos de una manera normal y nos dice que
tan alejados estin los valores promedios de las mucstras de nuestros ensayos con respecto a la
Gran Media. lo que determina si la muestra presenta un comportamicnto de distribucién normal;
Ia scgunda prucba denominada Prucba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher, se
rcaliza para saber si existe diferencia significativa entre dos 0o mas pares de medias. Finalmente

se aplico la pruba de Tukey para determinar entre que pares de medias existia diferencia (66-68)
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RESULTADOS

l.a regulacién de la division celular estd dada por factores solubles que secretan las células al
medio. Tales factores son capaces de actuar sobre las mismas célulus que los secretan, asi como
en diferentes tipos celulares. En ¢l caso particular de las células fibroblasticas provenientes del
cérvix, se ha reportado que son capaces de secretar un factor con actividad inhibidora de la
proliferacion de las células fibroblasticas, asi como de células tumorales provenientes de tumores
de cérvix humano. denominado FIP (37). Sin embargo, pese a demostrar que presenta una
actividad inhibidora de la proliferacion. no se ha demostrado si dicha actividad cjerce su accién
en alguna fase especifica del ciclo celular y si induce a las células hacia la apoptosis 6 sélo ¢s un
factor citostitico. Al respecto. se cultivaron células fibroblisticas ¢en RPMLI al 10% dec Suero
Fetal Bovino (SFFB) con el proposito de que las células se adhieran a la caja de cultivo. Una vez
adheridas, los cultivos fucron lavados con una solucién salina de fosfatos (PBS), con la intenciéon
de retirar en lo mas posible los factores de crecimiento y proteinas contenidas cn ¢l SFB.
Posteriormente, se afiadioé tnicamente RPMI y las células fueron incubadas durantec 48h mas. Al
término de! tiempo, ¢l sobrenadante fue colectado y centrifugado. El sobrenadante fue
concentrado por liofilizacién y desalado por diilisis. El dializado fue esterilizado por filtracion a
través de una membrana de 0.22 micrometros y la concentracién de proteinas fue determinada a
través de la téenica del BCA. La actividad inhibidora fue determinada en la linca cclular Hela y

cn los fibroblastos del cérvix (Figura 1).
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Fq,uru 1. Efcclo de los di dici di ados sobre las célul les de la linea Hel.a y células
fibrobla Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos y ¢l medio condicionado fue puesto en cl

momento de 1a siembra. La evaluacion se realizo a las 72h de fa estimulacién con 0,3,5,10,15,20,30,40 y 50 ug/ml
respectivamente de proteina total en ¢l medio concentrado.

Los resultados muestran que ¢l FIP disminuye la proliferacion celular hasta en un 50%

en células tumorales y 70% sobre células fibroblisticas a concentraciones de 15 pg/ml
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manteniendo una viabilidad celular por encima del 90%. A concentraciones mayores: sc

vuelve citotdxico ya que las células se despegan de la caja de cultivo y modifican su morfologia.

E1 dializado fuc separado en una columna de exclusién molecular y la actividad del FIP
fue registrada en las (racciones correspondientes a un peso molecular entre 20 y 30 KDa (Figura
2). por lo que se procedid a generar una muestra enriquecida de estas fracciones. con ¢l objeto de

utilizarla en los demis ensayos.

AD  ASB AHGDHAC CC
0.6 3 g L F 30
0.5 25 =
g - 2
S 04 20 £
2 2
< I =
< 03 15 &
=]
=
0.2 < 10 °
20 a0 60 RO
Volumen de clusion (ml)
Figura 2.. idn por cr afia de lusia lecular del factor inhibidor de 1a proliferacion presente en
¢l medio condicionado de cultivos de hhroblaﬂoi confluentes, provenientes de cérvix de pacientes con miomatosis
uterina 750mp/0.5ml de medio dici do. fue sy do a través de una columna de Sephacryl S-
100 HR ( 35 X 1.5cm de DI) a una vclocndad de ﬂuJo de 18mi/h. La columna previamente calibrada con PBS, fue
calibrada con p con pesos 1 es: AD (Azul Dextran. 2000 KDa) ; ASB (AlbOmina Sérica

Bobina 68KDa) : Al (Albumina de Huevo ASI\Da) GDH ( Gliceraldehido-3-fosfato Dcshldrobcnnsa 36 KDa) :
AC ( Anhidrasa Carbémca 29KDa) ; ¥ CC ( Cltocromo C 124 KDa) . La dunsldad Sptica de las fracciones fuc
monitorcada cada 2ml a 280nm (circulos) , cada fr ! da fue 1 para 1 el cfecto sobre la

proliferacion de fibrobl en crecimi exy ial ( cuadros).

131 hecho de saber que los tibroblastos son capaces de producir un factor con actividad
inhibidora de la proliferacion genera la inquictud de saber si este factor esta relacionado con el

paro del ciclo celular. Para dar respuesta a dicha inquictud. 1 X 10® células fibroblasticas y
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tumorales fueron sembradas en cajas de cultivo de 60 mm y estimuladas con 15 pg/ ml de la
fraccion activa del medio condicionado de fibroblastos, con ¢l propésito de determinar la
distribucion del ADN en el ciclo celular y de esta manera ver en ue fasc del ciclo celular son

detenidas las células (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del FIP en el ciclo celular de fibrobl ¢lul les Calo, HeclLa ¢ InBI
determinado por citometria de flujo. A, C, E y G son células cultivadas en RPMI, suplementadas con 10%
de SFB. B, D, F y H son células estimuladas con 15ug 7/ ml de FIP. M1, M2 y M3, representa el porcentaje de
células en las fases G, Sy Gz-M del ciclo celular respectivamente .
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Los resultados confirman que el FIP actia en la fase G, del ciclo celular, ya que la

cantidad de células cn Ia fase G s¢ incrementé en aquellos cultivos que fucron inducidos con el

FIP en comparacion con los cultivos control.

Dado que las células tumorales se caracterizan por presentar ciclos celulares continuos, y
¢l hecho de que cl FIP actie en la fase G, del ciclo celular, surge ln necesidad de determinar qué
protcina sc encuentra implicada en el paro del ciclo cclular, particularmente en la fasc G;. Es
conocido que la protefna Rb cs una proteina que regula la transicién de la fase Gy a la fase S del
ciclo celular, y que dicha regulacién es levada a cabo cuando la proteina Rb se encuentra en un
estado de hipofosforilacidon. Al respecto, se cultivaron 1x10° células tumorales y fueron
estimuladas con 15pg/ml de FIP durante 24h. y la proteina total fue extraida para determinar la

expresion de la proteina Rb a través de la técnica de inmunoelectrotransferencia (Figura 4).
Calo InBl Hcla

S o e eme (e L, A o, -l ey D ad
1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12
Fig.4. Efecto del FIP sobre la expresion de la proteina Rb en células tumorales. 150 pg de proteina de lisado celular

total de células tumorales Calo. HelLa e InB] cultivadas en RPMI suplementado con 10% de SFB y tratadas con 15
pg/ml de FIP, fucron scparados en SDS-PAGE al 7.5% vy transferidas a membranas de mlrocclulosa El blot fue

cortado entre ¢l peso molecular de 98 y 130 kDa e incubado con anti-Rb y rcvulado di la de
alcalina. Los nameros muestran los carviles. Los carriles 1,5 ¥ 9 corres al 1 o células no das; los
carriles 2.6 y 10 corresponden a las células en la fase Go/G): los carriles 3,7 v 1| corr den a célul d

con F1P; los carriles 4, 8 ¥ 12 corresponden a células tratadas con 10 ng/ml de TGFp

La figura muestra que en los carriles donde las células no fueron tratadas con ¢l FIP la
banda esta un poco mds arriba que cn aquellos carriles donde las células estan en Go/Gi,
indicando que la proteina Rb se encuentra en ¢l estado hiperfosforiludo y en las células en Go/G.
Rb se encuentra cn un cstado hipofosforilado. Sin embargo, en las células tratadas con el FIP y

con TGFB, Rb se encuentra en estado hiperfosforilado, indicando que la proteina Rb no se ve
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alterada en el efecto del PIF, mientras que con el TGFf, Rb al estar hiperfosforiluda sugiere

un mecanismo de resistencia en contra del efecto inhibidor de este factor.

Otra protcina importante en Ia regulacion del ciclo es la protefna p27, originalmenie
identificada como un inhibidor de cinasas dependicntes de ciclinas (CDK). que detiene la
progresion del ciclo celular en respucsta a inhibicién por contacto o por la induccién de TGFB.
Ademas p27 se incrementa durante la diferenciacion y ha mostrado ser un importante regulador
de la progresion de las fases Gi/S del ciclo celular al unirse a los complgjos ciclina D-cdk4 y
prevenir con cllo su activacion. Para determinar si el FIP afecta la expresion de esta proteina, se
cultivaron 1x10° células tumorales y fueron estimuladas con 15ug/ml de FIP durante 24h y la
proteina total fue extraida para determinar la expresion de p27 a través de la técnica de

inmunoclectrotransferencia (Figura 5 ).
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Figura 5. Determinacion del efecto del FIP sobre la expresion de p27 en células tumorales. 150 pg de proteina dc
lisado celular total de células tumorales Calo, HelLa e InBl cultivadas in RPMI suplementado con 10% de SFB b4
tratadas con 15 ug/ml de FIP fueron separados en SDS-PAGE al 7.5% y transferidas a de nitr

El blot fue cortado entre el peso molecular de 20 y 30 KDa e incubado con anti-p27 y revelado mediante la técnica
de fosfatasa alcalina. C: Control; FIP: células estimuladas con ¢l FI*; TGF: células tratadas con 10 ng/m! de TGFp

Los resultados indican que el FIP incrementa la expresion  de p27 en las células
tumorales, implicando a ésta proteina como una de las proteinas de ciclo que intervienen en su
via de sefializacion. Sin embargo, el TGFB no afecta la expresion de p27 en estas lineas ya que

no hay diferencia con el control.

Dados estos resultados, si bien es cierto que ¢l FIP es un factor quec actiia en la fase G, del
ciclo celular y que p27 se encuentra involucrada, existe la incertidumbre de que ¢l FIP no sélo
detenga el ciclo celular sino que pudiese ser un factor apoptético. Para dar respuesta a dicha
incertidumbre, las células tumorales fueron tratadas con 15ug/ml de FIP y el efecto apoptético
fuc evaluado a través de un Kit para apoptosis, basado en la actividad de la caspasa 3 para

degradar a su sustrato (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del FIP cn 1a actividad de 1a caspasa 3 en las lincas celulares Cal.o, Hel.a e InBl, utitizado como un
indicador de apoptosis. Los nameros indican los carriles: 1 células expuestas a luz ultrovioleta por 16 hrs; 2, carril
vacio; 3,5 y 7 células no tratadas; 4.6 y 8 células tratadas con 15ug de FIP. 24,48 y 72, indica las horas de cultivo.

Los resultados obtenidos revelan que el FIP no induce la activacion de la caspasa 3 a

diferencia de la luz UV sugiriendo que sc trata de un factor no apoptético y muy probablemente

sea un factor citostitico.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los seres vivos estamos constituidos por diversas poblaciones celulares que presentan diferentes
ritmos de crecimiento. de tal manera, que les permiten mantener la integridad y funcionalidad del
individuo. Uno dc los mecanismos utilizados por las células para lograr esta organizacion, es a
través de diferentes moléculas bioquimicas que son producidas por ellas mismas y que pueden
tener un efecto paracrino. endocrino o autécrino. Entre éstas existc un grupo de moléculas
denominadas factores de crecimiento, que son capaces de regular la divisidon celular ya sea en

forma positiva o negativa.

Desde hace algunas décadas se ha mostrado un gran inwerés por el estudio de esos
factores reguladores del crecimiento celular y se ha reportado que existen diferentes lineas
cclulares tales como fibroblastos y epitelios capaces de producir, en cultivo, diferentes moléculas
que pucden estimular o inhibir ¢l crecimiento de ecllas mismas o de otros tipos celulares (15).
Algunos de estos factores ya han sido bien caracterizados bioquimicamente. sin embargo
muchos de ellos aun no han sido bicn estudiados. Uno de los factores que  recientemente han
sido reportado es ¢l FIP, ¢l cual es producido por células fibroblasticas y que es capaz de inhibir
la proliferacion de células tumorales en cultivo asi como la de células cpiteliales y fibroblasticas
(37). Nuestro estudio reveld que ¢l efecto de FIP es dosis dependiente, logrando una inhibicion
del 50% en las células wumorales de la linea HeLa cuando se encuentra a una concentraciéon de
15png/ml en el medio de cultivo y del 70% en fibroblastos provenientes de cérvix a fa misma
concentracion (Figura 1). Se sabe que dentro de tos medios condicionados se encuentran diversas
proteinas ademis de FIP que pudieran, en un momento dado, interferir con nuestro estudio, por
lo que los medios condicionados se fraccionaron en una columna de exclusién molecular,

corroborandose quc la fraccién con actividad inhibidora tiene un peso molecular entre 20 y 30
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kDa con un pico mdximo cercano a los 23 kDa , (Figura 2) por lo que las muestras

enriquecidas con esta fraccidn fucron las miis adecuadas para los ensayos efectuados.

La mayoria de los factores inhibidores de la proliferacién celular actiian sobre 1a fase G,
del ciclo celular (69-71) y ¢l FIP no es la excepcidén. ya que en nuestros resuliados se observa
que al inducir los cultivos celulares con éste 3 evaluarlos por citometria de flujo, s¢ incrementa
el niimero de células que se encuentran en dicha fasc (Figura 3) con lo que asumimos que el
FIP. al igual quc la mayoria de los factores inhibidores. cjerce su efecto sobre la fuse G, del ciclo
celular, Por otro lado. hay muchas evidencias que muestran que la proteina Rb esta directamente
implicada en el control de la transicion de la tase G-8 del ciclo celular a través de la represion
de los promotores de la sintesis de ADN (72-76). sin embargo, nuvstros resultados sugieren que

Rb no esta implicada en el mecanismo de inhibicion que utiliza el FIP para lograr su efecto.

No obsiante. este resultado tendra que corroborarse en un luturo, ya que sélo se detecta
una banda en el blot, sugiriendo que el poder de resolucién fue bajo. no permitiendo ver los dos
estados de fosforilacion en la misma muestra o con ¢l mismo inductor, como se ha descrito en
otros trabajos en donde se cvaliia Rb (73-75,77) (Figura 4). Con lo que respecta a su mecanismo
de accidén. es claro que p27 es una de las proteinas supresoras que participan en ¢l mecanismo de
accién del FIP ya que su expresion se ve incrementada en las células tumorales cuando son
inducidas con el FIP. lo cual no es de sorprenderse, ya que es sabido que p27 se considera una
proteina supresora de tumor (78) (Figura 5) vy podria actuar inhibiendo la formacién de
complejos de la ciclina E-CDK2. ciclina A-CDK2, ciclina D1-CDK4 o CDK6 como se sabe
actia esta proteina (79). Finalmente, sc determind que el paro del ciclo celular inducido por el
FIP. no provoca quc las células activen su via apoptética, dado que no sc encontrd la actividad
de la caspasa 3 en las células tratadas con el mismo (Figura 6) y aun que datos recientes nos
indican quc en la apoptosis no necesariamente estan implicadas todas las caspasas (80,81),
nuestras observaciones nos proporcionan informacién de que cuando el PIF es retirado de los
medios de cultivo que s¢ encuentran detenidos en la fase Gy del ciclo, éstos contintian
proliferando de manera normal, lo que fortalece nuestras conjeturas. No obstante s¢ podrian

utilizar otras técnicas como la tincién de nicleos por TUNEL para reforzar nuestros resultados.
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Los resultados aportados. permiten establecer que el FlI? e¢s un factor sccrctado por
células fibroblasticas que deticne cl ciclo celular de las células tumorales de CaCu y de los
propios fibroblastos en la fase G del ciclo cclular y quec para llevar a cabo dicho paro. se
incrementa la expresion de la proteina p27. Esta informacién genera la posibilidad de que ¢l FIP

solo, o en combinacién con otros factores inhibidores de la proliteracion celular, pudiera ser

considerado en la utilizacion para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la division

celular, como es ¢l caso del cincer.
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CONCLUSIONES

El'FIP actia dcu.mundo la prollfcrncnon dc las células CalLo, Hela ¢ lnBl asi como
ﬁbroblaslos de cérvix humano en la fase G, del cnclo celular:

El FIP incrementa la’ expresion de la - proteina p27-cn-las células tumorales CaLo.,
Hela e InBl.

E! FIP no activa a la'caspasa 3 en las células tumorales CaLo, HeLa ¢ InBI.
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APENDICE 1

Medio RPMI1-1640
£1 medio se utilizé para mantener en condiciones fisioldgicas estables a las lincas cclulares. El

siguiente listado proporciona los componentes del medio.

Aminosicidos mg/l
L-Arginina (libre de base) : 200.00
L-Asparagina (Anhidra) 50.00
L-Aspartico 20.00
L-Cistina 2 HCI 65.20
L-Acido glutdmico ’ 20.00
L-Glutamina 300.00
Glicina 10.00
L.-Histidina (libre de basc) 15.00
L-Hidroxiprolina - 20.00
L.-Isolcucina 50.00
L-Leucina 50.00
L-Lisina HCI1 40.00
L.-Metionina 15.00
L-Fenilalanina : 15.00
L.-Prolina 20.00
L.-Serina 30.00
L-Treonina 20.00
L.-Triptofano 05.00
L.-Tirosina 2Na 28.83
1.-Valina 20.00
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Vitaminas
Biotina
D-Pantotenato
Acido fdlico
Cloruro de Colina
Mio-Inositol
Niacienamida
PABA
Piridoxina HC}
Riboflavina
Tiamina HCI
Vitamina B 12

Sales inorgiinicas

Nitrato de calcio 4H20

Cloruro de potasio

Cloruro de sodio

Sulfato de magnesio

Fosfato de sodio dibasico (Anhidro)

Otros compuestos
D-Glucosa
Glutation reducido
HEPLES

49
my/l
00.20
00.25
03.00
01.00
35.00
01.00
01.00
01.00
00.20
01.00
00.005

mg/l
100.00
400.00
6000.00
48.84
80.00

mg/l
2000.00
01.00
5958.00

Forma de prepararse: en 950ml de agua bidestilada sc diluyen 10.39g de RPMI-1640

(Sigma. USA), se adicionan 2.0g de bicarbonato de sodio, ademis los antibidticos penicilina

TESIS CON




50
G100uw/ml y estreptomicina 100pg/ml. Posteriormente se aforan & un volumen de 1000ml,

agitdndosc hasta disolver. El medio se ajusta a un pil de 7.2-7.4 v sc esteriliza con un filtro de
membrana de 0.22um cn presencia de COz finalmente ¢l RPMI se almacena a 4°C hasta el

mmento de su uso.
APENDICE 2

Sotucion amortiguadors de fosfatos
Esta solucién se uso para mantener a las células en condiciones lisiolégicas LS!BblCS duranlc
periodos cortos de tiempo. La capacidad amortiguadora es pruporc:cnnd'l por l'ls sn]es de
fosfatos. Los componentes quimlcos_ sc diluyen en un yolumcn ﬁn’ull “de 10_00m]; de’ agun
bidestilada. B T : : : .

Componcntes RO R e
Cloruro de magncsio S L 0.1
Cloruro de calcio 0.1
Clorure de sodio 7 8.0
Cloruro de potasio 0.2
Fosfato dcido de Sodio 2.16
Fosfato didcido de Potasio 0.2

En la mayoria de las ocasiones sc prescindié de Calcio y Magnesio, estas sales no son
indispensables para la finalidad de este trabajo. Las restantes sales se diluyen en 800m! de agua
bidestilada por agitacion. Posteriormente se afora a un volumen f{inal de 1000m1l y esta solucién
se ajusta a un pH de 7.2-7.4. La solucion amortiguadora se esterilizé utilizando filtros de
membrana (Milipore. USA) con un poro de 0.22pum. finalmente la solucion se almacena a una

temperatura de 4°C hasia el momento de uso.
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APENDICE 3

Verseno
Generalmente esta solucion se emplea para disolver la tripsina y poder desprender a las células

adherentes. Sus componentes son los siguicntes:

Tris base ) 3.04g
Cloruro de sodio ) 8.00g
Cloruro de potasio : 0.40g
Etilen-diamin-tctra-acético . * 1 0.40g

Los reactivos sc disuclven en 800ml dc agua destilada, el pH se ajusta a 7.7 con HCl y se

afora a 1000ml. Esta solucidn se esteriliza por medio de autoclave.

APENDICE 4

Preparacién del colorante cristal violeta

La solucién de cristal violeta se prepara al 0.1% en una solucién amortiguadora de acido formico
200mM pH6; la cual consiste en agregar 3.96g de NaOH y 4.28ml de dcido férmico aforados a
500ml con agua bidestilada. Una vez preparada la solucién de cristal violeta es filtrada y

posteriormente usada.
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APENDICE 5

Tripsina al 0.05%
La trisina sc utilizd para desprender a las células de los platos de cultivo y para la disgregacion
de tejido de cérvix, Esta se preparé disolviendo 0.025g de trisina (Sigma USA) en 500ml de

verseno, todo en condiciones de esterilidad.

APENDICE 6

Anilisis estadistico

Fibroblistos
Muestra | FIP (pg/ml) D.O. (Xn) (Xao- X)° (X -
Xn)?

™ 0 0.770 0.756 0.614 |0.693 0.1289 0.0163
2 3 0.642 0.594 0.61 |0.626 0.0859 0.0015
s 3 0.578 0.512  0.472 |0.525 0.0369 0.0058
T 10 041 0.389 0.501 |0.3535 T0.015 0.0053
1s 15 0.237 0.345  0.166 |0.2065 100159 0.0223
™ 30 0.146  0.12 0.239 |0.2025 L0017 0.0132
e 30 0.109 0.129 0.106 |0.1075 0.0508 0.0005
1w 40 0.105 0.133 0.092 |0.0985 0.0549 0.0013
tio 50 0.088 0.143 0.078 [0.083 4).0623 0.0038

X =0.3329 qi = 1.4031 V, =44.97 P(V<c) = 0.95

r=9 qz = 0.0702 « =0.05 c=2.51

n =27

V, > ¢ por lo tanto existe diferencia significativa entre 2 o mas pares de medias

iy = M2, Ho= M, H3 = g, Ha # Hs, Hs = He
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Células Hela

Muestra | FIP (pg/ml) D.O. (Xw) (Xo- X7 [EX -X?
Ha ] 1.219 1.082 1.26 1.2395 0.2837 0.0256
M2 3 1.115 1.105 1.2 1.1575 0.203 0.0064
M3 s 1.02 0.995 0.97 0.995 0.083 0.0013
Ha 10 0.8066 0.81 085 | 0.858 ©0.0228 0.0024
Ts 5 0.692 0.688 0.356 0.624 | 0.0069 0.0133
Mo 20 0.576 0.507 0.521 0.5485 : 0.0251 0.0032

]

Ky 30 0.45 0.39 0.349 0.3995 ) 0.0945 0.0052
Mg 40 0315 0.4 0.283 0.299 ; 0.1664 0.0107
o 50 0.225 0.31 0.227 0.241 I 0.2171 0.0052

X =0.7069 qi = 3.3075 Vo= 100.83 P(V=c)=0095

r=9 q: = 0..0733 o =0.05 c =251

n =27

V, > ¢ por lo tanto existe diferencia significativa entre 2 o mas pares de medias

Ha = H2, H1# 3 # Ha = Hs, Hs = o

APENDICE 7
Curva patrén para la cuantificacién de proteinas
y = 0.0162 x + 0.0644

Concentracion 2 S5
de proteina SDG”O 1 y RE= 0'9?3_ e
ng/ml = nm
1.875 0.074
3.75 0.109
6.25 0.164
12.5 0.292
25 0.505
50 0.853 Concentracién
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