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IU:SUl\1EN 

Los cultivos conllucntcs de fibroblastos provenientes de cérvix hurnano secretan al 111cdio de 

cultivo un foctor soluble capaz <le inhibir h1 proliferación de célulus epiteliales. lihroblústicas y 

turnoralcs provenientes del cérvix hun1ano. dcnorninado Fuctor lnhibidor de In Proliferación 

(FIP). En este traba.jo se determinó que el FJP es capaz de detener a las células libroblústicas 

provenientes de cérvix hmnano así con10 a lns células tu111ornlcs CaLo. J lcLa e JnBI en la l'hsc 

G 1 del ciclo cduh1r. El hecho de que el FIP no activa a la caspas¡:1 3. sugiere que no se truta de un 

factor upoptótico sino rrn:ís bien <le un Jbctor citostñtico. Con n:spcclo a su 111ccnnisn10 de ucción. 

se encontró que el FIP induce la expresión de la proteína p27 sin un apurcntc efecto sobre l.a 

proteína Rb. Estos hallazgos confinnan que las células normales regulan su división celular con 

Ju participación de factores solubles que ellas 111isrnas secretan y que su estudio podría ser 

enfocado pura evaluarlos como agentes terapéuticos en cnfi.:rn1cdadcs relacionadas con 

desórdenes de la división celular con10 es el caso del cáncer. 

TESIS CON 
l FALLA DE ORIGEN 



2 
INTRODUCCIÓN 

Para mantener la integridad de un individuo. las células de su cuerpo deben mantener un 

equilibrio entre proliferación y muerte celular. El continuo crccin1icnto y la división celular que 

curactcri:t".a u la n1uyoria de los tejidos del cuerpo dctcrn1ina el dcsurrollo del individuo con10 un 

lodo. 

Sobre la base de la frecuencia de la división celular. los distintos tejidos o poblaciones 

celulares se pueden clasilicar en poblaciones estáticas. estables y renovables. las primeras solo 

sufren división durante el desarrollo embrionario ya que se encuentran en la fase Go del ciclo 

celular. tal es el caso de la células nerviosas. Por su pune las poblaciones estables._ que se 

cmnponcn de células que rara vez se dividen y que tan1bién se encuentran en el estadio Go del 

ciclo celular. no presentan difcrencinción terminal dado que pueden activarse en respuesta a 

cstin1ulos externos. por ejemplo alguna clase de lesión celular. tras lo cual retornan a la fase G1 y 

sufren división norn1nl. Co1110 cje1nplo de estas poblaciones se tienen a los fibroblastos y lns 

células cndotelialcs que se pueden estimular para la división por procesos de cicatrización. 

Finaln1r.:ntc las poblaciones de células renovables que representan tejidos en los que se produce 

rcnovaci6n constante y actividad mitótica regular. tal es el caso de las células del estrato basal de 

la cpidcrn1is ( 1 ). 

Cuando una célula termina su ciclo de vida llega la muerte celular. la cual se puede 

presentar de diferentes forn1as como son: necrosis y apoptosis. Ln necrosis se debe siempre n 

mm acción lesiva. que puede ser un simple traumatismo fisico o químico. por carencia de 

oxigeno o la acción de toxinas bacterianas. Esta acción desencadena la liberación de enzimas 

lisosó111icas y de autolisis de la célula. generalmente en este proceso el núcleo se retrae hasta 

forn1ur un grun10 denso y finaln1entc se rompe en varios trozos. la célula se disuelve 

g.r:.u..luulmcntc y por lo general es eli1ninada por acción de los fogoci1ns (2). La apoptosis. por otro 

lado es un proceso que requiere de energía y estñ progran1ado gcnCticamcnte; a diferencia de Ja 

necrosis este proceso clin1ina células aisladas. Generalmente nqui se presentn una condensación 

y frugnumtación de Ja cron1atina nuclear y retracción celular ... In degradación de la cromatina se 
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3 
produce por acch.~n <le las cndonuclcusus y las cnzimns citoplasmátic~1s transfonnan Ja célula en 

unn envoltura rigidu que se ron1pc en frogmcntos. Gcncralmcnlc durante este proceso las 

n1cmbranas y Jos organclos cclulurcs se numticncn intactos duranh: todo el proceso que finalizn 

cuando los fragmentos limitados por las n1c111branus son fagocita<lns por las células vecinas y en 

rncnor grado por 111ucrófogos (3 ). 

El cnvcjcci111icnto celular ta111bién es un fcnllmcno progra111¡1do que se expresa porque lns 

c~lulas normales presentan una cantidad li111itttda de divisiones. por cjcn1plo los fibroblusto <le 

fCtos humanos se pueden dividir unas 50 veces en cultivos cdulurcs. tras lo crn1l pierden su 

cupaci<lad de divish.ln y pasan u Ja fase G 0 irreversible. Los libroblastos de una persona de 40 

mlos dejan de dividirse después de 40 divisiones y los de una persona de 70 años después de 20 o 

30 (4). 
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4 
REGULADORES DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

F:1ctorcs de crcci1nicnto y citocinns. 

Los fuctorcs <le crecimiento pueden ser definidos cotno polipéptidus que cstinnllan o inhiben In 

proliferación cdular a través de su captura por receptores de nH:111brnna específicos de alta 

ntinidad. Los factores de crecimiento difieren de los polipéptidns horn1ormlcs no sólo en el 

1nccnnismo <le respuesta. sino tmnhién en Ja forn1a de ser sccrcwdos por In célula. Los factores 

de crecimiento. no actúan usualmente de fornm endocrina. sino que se difunden en un área 

pcqw:ña a través de Jos espacios intercelulares actuando locahncntc ( 5). 

Desde la década de los 70's se ha dado un gran auge en las investigaciones sobre los 

rcgulndorcs del crccin1icnto. En 1972 Taylor y sus colaborm.Jorcs reportan un factor de 

crecimiento cpidérntico (EGF por sus siglas en inglés) el cual fue descrito con10 un péptido que 

cstin1ulu el crecin1iento de cultivos celulares. l~stc fue prin1cro purificado de In glándula 

subn1axilar de ratón y nlas adelante de la orina hun1ana. El EGF es un polipéptido de 6kDn 

fonnado por una cadena sin1ple de 53 residuos de aminoácidos (6). 

En 1975 Gospodaro\vics purifica al factor de crecimiento fibrohlástico (FGF por sus 

siglas en inglés). que es capaz de cstinnllar el crecimiento de células cndotclialcs vasculares Qsi 

con10 de células fibroblásticas en cultivo (7) su caracterización molecular indica que se trata de 

una proteína de cadena sin1plc de entre 14 y 18 kDa (5). 

En 1978. De Larco y Todaro reportan actividad de un factor obtenido de células de ratón 

transformadas con el virus de Snrcoma murino Moloney (8) al que se nombró factor de 

crccin1icn10 trunsformantc J1 (TGF-J\ por sus siglas en inglés) por su habilidad de estimular. 

hajo com.licioncs apropiadas. crecimiento de algunas lineas celulares de fonna independiente de 

la adhesión al sustrato. El TGF-P es capaz de inhibir. csthnular o no influir en la proliferación o 

diferenciación celular. además de estar involucrado en Ja degrJdación y producción de matriz 

extracclular y en la respuesta inflmnatorin e inmune dependiendo del tipo celular y las 
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5 
condiciones del micronmhicntc en donde se utilice (9. 1 O). Esta imporlantc n1olécula consiste 

en dos cndcnas idénticas cntrcl~1zadas por puentes disulruro con un peso molcculur de 25 kDa y 

cada cadena está compuesta de 112 mninodcidos ( 1 1 ). El TGF·fi es uno de Jos factores de 

crcci1nicnto nuts cstudiudos . .Jin \\loo Kitn y sus colaborm.lorcs reportan que es cupaz de inducir 

npoptosis en célulns de dinccr cervical por una disrninución en lu c.'\prcsión del gene c-1nyc ( 12): 

Din1itris Klcstsns y su grupo de trabajo. reportan que es capuz de inhibir la síntesis de ADN en 

cultivos de fibrohlustos de embriones hun1anos (13) y Ellcn A. Rl1rkc y coluboradorcs así con10 

.Jun1cs \V. Jascobb..:rgcr. reportan que el TGF-f\ suprin1c la prolifi:rnción y potencia la upoptosis 

en células del cpitdio cervical humanas translf..""nnadas con el virus del pupilon1u hur11uno HPV-

16(11.14). 

Otro in1portuntc factor de crcci1nicnto cclulnr es el lntcrfcn)n y (IFN-y). Los 

intcrfcrones son claborndos por las células en rcspucstu a virus. antígenos o 111itógenos pero 

tan1bién se les han ntribuido otras funciones como factores inmuno111oduladorcs ,. supresores de 

proliferación y diferenciadores (16); el efecto antiprolifcrativo del IFN-y en células tumorales 

parece estar n1cdiudo por linfotoxinas. aunque se piensa que sus mecanismos de inhibición 

pueden ser desencadenados a través de inducción de enzimas antiviralcs. inducción de genes 

supresores pero de función y estructura desconocidos. Este factor modula la producción de 

oncogcncs. rcguln la expresión de genes de factores de crecimiento. ejerce una acción directa 

sobre oncogcnc:s y aumenta las dcfcnsns del huCspcd ( 16. 17). 

El Fuctor de Necrosis Tun1oral a (TNFu por sus siglus en inglés). es también una 

proteína con actividad reguladora de la proliferación celular. cuyu actividad está dcnon1inadn 

por el tipo celular al que se Jiga y a Ja presencia de otras proteínas reguladoras (18); el TNFcx. 

tiene actividad biológica cundo se presenta como un trín1cro con subunidadcs de 17 kDa y puede 

esti1nular Ja proliferación de varias líneas fibroblásticas humanas y algunas lineas celulares 

tun1orales ( 19). es tóxico para algunas células transformndas y podría suprimir lu formación de 

colonias de algunas células hcmatopoyéticas nom1alcs tanto de humano. como de ratón i11 vitro 

(20). 

TESIS CO~T 
'FALLA DE ORIGEN 



6 

La intcrlcucinn IJl (IL-1 (3) por su pane. cstin1ula la prolifC:ración de fibroblastos. células 

musculnrcs. qucratinocitos. células n1cscngialcs. células gliales. linfocitos T y 13. así con10 

precursores hc111atopoyéticos. induce ;:1ctividad procoagulnntc y adhesividad de células 

cndotcliulcs entre otras funciones (21. 22): ha mostrado detener la proliferación de miocitos y 

libroblastos cardincos, adcnuis de su efecto inhibidor en células trnnsfommdas de 111úsculo liso y 

astrocitos (23). tamhién sc hu reportado que inhibe lu prolili.:rución de células tun1oralcs 

provenientes de cúnccr ovürico (24 ). 

Lu intcrlcucinn 2 (l L-2) es también un potente regulador de crecimiento de células T 

(25) adcnuis de tener nctividad en el crccin1icnto y diferenciación de las células B 9 células 

asesinas y algunas células no linfoides (26. 27); tan1bién se ha encontrado que esta citocina es 

capaz de inhibir la proliferación de fibroblastos 3T3 (28) e inhihc la proliferación de células 

tun1orales tanto in viw1 como in vitro (29). 

Olros factores 

Adcn1ás de éstos ya bien caracterizados factores de crecimiento. se han reportado muchos otros. 

La mayoría de estos factores son proteínas o glicoproteinas de bajo peso molecular y se 

encuentran pobremente caracterizados. En 1992 Patrick G. Jonson y colaboradores, identifican 

una proteína secretada por Ja linea celular 3T3-L t derivada de la línea fibroblástica de ratón 3T3 

que es capaz de inhibir el crecimiento de células en cultivo de cáncer de mama humanas MCF-7 

y señalan que dicha molécula es un polipéptido de 69 kDa (30). 

En 1993. el grupo de Masatoshi Kataoka purifica a partir del citosol de la bacteria 

Ac1i11ohcu:il/11s Clcli11omyce1~111co111ita11s Y4 un factor con un peso de 65 kDa que es capaz de 

inhibir el crccin1icnto de fibroblastos gingivialcs humanos en cultivo (31) y en ese mismo año H. 

F. t\1cl\.,1urruy reporta una n10Jécula de entre 2.5 y 6.5 kDa obtenida a partir de cultivos de 

macrófugos de la línea P388D1 que inhibe el crecin1icnto de fibroblastos 3T3 así como de 
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célulus del n1úsculo liso de In norta porcina. Diclm n1oléculu es sensible al calor y a la tripsina y 

lu actividad inhibidora no afecta In morfología cclulur (32). 
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En 1994. C. Blm y colaboradores. reportan una n1olécula de 45 kDa secretada en medios 

de cultivo conf1ucntcs de fibroblastos de crnbrión de ratón que tiene efecto sobre ellos mismos 

(33); ya en estos tmbujos se observa que los factores de crecimiento pueden tener tanto un efecto 

~1utócrino co1110 purácrino. 

En 1995 Jsabclla Caniggin y su grupo de trab~1jo carnctcrizun purcialn1cntc un factor con 

~tctividad inhibidora del crecimiento de libroblastos ti partir de n1cdios condicionados de células 

epiteliales de pulmón de embrión de ratn. dicho factor presenta un peso de entre 3.5 y 12.S KDa. 

se desactiva con la tripsinn y es sensible ni calor y ul ácido (34). Chicko J-lashin1oto y su grupo 

reportan un factor obtenido de lisados de hígado de hámstcr que es capaz de inhibir el 

crecimiento de cultivos de fibroblastos de hán1stcr transfonna<los 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 curactcrizan una citosina con 

actividad antitumoral en células fibroblñsticas de ratón, esta fue obtenida de sobrenadantcs de 

cultivos de una línea celular de histiocitos humanos nsí como de suero de conejo·, el peso 

molecular de esta citosina es de 41 y 46 KDa en humnnos y de 42 y 55 KDa en conejo (36). 

Fnctor 1 nhibidor de lu Prolifcrnción (l•'"I P) 

Para 1999 Sánchc~ L y su grupo de trabajo aislan un factor que es capaz de inhibir la 

proliferación de fibroblastos normales al que se ha dcnominndo Factor Inhibidor de In 

Proliferación (FIP) (37). El FIP es un factor aislado de sobrcnadantcs de cultivos confluentes de 

células fibloblásticas de cérvix hu111uno por pn:cipitución con 80% de sulfato de amonio. 

diulizado y filtrado. Este factor es capaz de inhibir la proliferación de fibroblastos normales en 

un 35º/o con respecto a un control cuando es adicionado en un 25~;, del volmncn total del tncdio 
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8 
de cultivo. Et medio condicionado fue fraccionado por exclusión molecular y un análisis de la 

dcnsic.lad óptica de las diferentes fracciones reveló que la fracción con actividad inhibitoria 

corresponde a un peso molecular de 23kDa. Se confirmó que si: trata de una molécula de 

nuturulcl"-D. proteica ya que al adicionarle tripsinu se pierde la activiLlad inhibidora al igual que al 

incrementar la tcn1pcratura u 60ºC. Se comparó In actividad inhibitoria del FJP con el efecto de 

algunas citocinas como el EGF. TGF-p, TNF-a.. IFN-y y 11...-1 p en cultivos de fibroblastos en 

crecimiento exponencial y se encontró que el único factor con actividad inhibitoria en 

condiciones y conccntrnción sitnilar ul FIP fue el TGFr1. sin embargo se descartó que se trate del 

n1isn10 ya que ni evaluar el efecto de an1bos sobre cultivos de la línea celular Mvl Lu. que se 

sabe son sensibles al TGFJ3: se encontró una inhibición del 40% con el TGF-fl y no se encontró 

un efecto correspondiente con el FIP ( 37). 

FACTOR ALGUNOS DE LOS TIPOS CELULARES EN QUE ACTUA PM (kDa) 

EGF Estin1ula la proliferación de fibroblástos y epitelios 6 

FGF Estin1ula Ja proliferación de células cndotclialcs vasculares y 14-t 8 

fibroblástos en cultivo 

TGFf! 

TNFu 

IL-lfl 

IL-2 

Células hun1anas no transformadas. fibroblástos. epitelios. 

endotelios. células linfohcmatopoyéticas 

Fibrobl3stos. células transformadas 

Fibroblástos. células musculares. qucratinocitos. endotelios 

Fibroblástos 3T3. células tumorales. células T 

25 

17 

17.5 

15-18 

Tabla l. Algunos de los principales reguladores de la proliferación celular reportados en la 
literatura. 
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Ciclo cclulnr 

El ciclo celular es un proceso altamente ordenado que h:rmina con la duplicación y transmisión 

de Ja infbmu1ción genética de una generación celular a otra. Este está dividido en foses discretas 

:G 1 es el periodo que sigue n Ja mitosis y Ja separa de Ja fase S; en ella cspccinlmcntc al 

principio. ocurre una activa síntesis de ARN y proteínas udcmús d..: otros componentes celulares 

por lo que Ja célula crece. S es un periodo que trunscurrc con síntesis de ADN .. que se duplica. 

dudo que se tbrnm unn copia exacta del n1ismo; Ja replicación del ADN no modifica el aspecto 

del núcleo celular. G2 es el periodo que sigue a Ju fase S y la scparn de la mitosis. en este estadio 

tiene lugar un crecimiento ulterior .. pero además nctúa como periodo de seguridad durante el cual 

la célula controla y verifica que todo el ADN se haya duplicado en forma correcta antes de 

con1enzar Ja mitosis. 1\1 es Ja fase que sigue a G2 y designa a In mitosis. que se divide en una 

serie de estadios parciales: profase. mctnfasc. anafasc y tclofase. Gn se refiere n Jns células que 

se encuentran temporalmente o permanentemente fuera de ciclo (38J (Figura J). 

M 
(mi1~is) Gl 

Go 

Figura 1. Esquema del ciclo cc:lular donde: se observan los di fcn!ntes momentos de la 

interfase ., Ja mitosis y Ja fase Go ( 4 1 ). 
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JO 
Durante el ciclo celular se deben completar los eventos de cndu fase antes de pnsar a In 

siguiente. por Jo que existen puntos de control que n1onitorcan la integridad del ADN y se 

encuentran en puntos estratégicos del ciclo: en G1 tardía y en In interfase G2/M para prevenir In 

propagación de células dañadas o n1utadas. 

Las células norn1alcs dependen de estímulos externos (n1itogénicos o factores de 

crccirnicnto) para salir de Go a G1. respondiendo con una cascada de fosforilacioncs 

intracelulares en donde las ciclinas y las cinasas dependientes de las ciclinns (CDKs por sus 

siglas en inglés) adquieren un papel fundamental. Los complejos cicJina/CDK fosforiJan 

sustratos proteicos específicos. n1ovicndo a Ja célula a través del ciclo con una activación de 

síntesis de ADN y fonnación de componentes estructurales espccificos asociados n In mitosis 

(39,40). 

El ciclo avanza por G1 con un incremento en la cxprcs1on de Jas cicJinas D. que se 

asocian con CDK4 y CDK6. resultando en su fosforilación y activación: éstos ya activados~ 

fosforilan a Ja proteína RB (Retinoblastoma) que tiene un papel crítico en Ja regulación de la 

progresión del punto de restricción de G1. Los miembros de la familia RB son proteínas que 

secuestran a las proteínas de transcripción E2F. evitando que fom1cn complejos con el ADN. En 

cstndo hipofosforilado. RB puede capturar a E2F evitando su actividad transcripcional. Cuando 

RB es fosforilado por CDK4/6 se disocia de E2F y el ciclo continúa. Cuando la célula avanza 

por G1 tardía. hay también un aumento en Ja expresión de la ciclina E que es requerida 

acomplejada con CDK2 para la transición de G1 a S. en esta transición. aumenta la expresión de 

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

ADN (39,40) (Figura 2). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

·---·- -··-. -·----------------------------



PuntoGz..-¡;.. 
.,PuntoM 

Factores de 
crecimiento 

G...-a<ilS 5upr•ll'or•s 
detumor•:J 

COis 

F.aett>r•s inhibidonH 
de oedmiento 

Fig. 2. Las células normales dependen de factores de crecimiento para salir de 
G 0 n Gi. respondiendo con una cascada de fosforilacionc~ intracelulares en 
donde las ciclinas COKs adquieren un papel fundamental. Los complejos 
ciclina/CDK íosforilan sustratos proteicos cspecfficos moviendo a la célula a 
través del ciclo con una activación de sintesis de ADN y fonnación de 
componentes estructurales cspccfficos asociados a la mitosis (3<1) .. 
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En el punto de control G2 se monitorca que no exista dai\o en el ADN o que no se haya 

copiado complctamcnte9 en cuyo caso el ciclo es detenido hasta que el daño sea reparado o el 

ciclo sea abortado. en caso de que el dai\o exceda la capacidad de la célula para repararlo. 
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C1inccr 

Todas lns células del cuerpo están orguni7..ndas de tal n1odo que se comportan como una 

sociedad en donde todas ellas colnboran entre si para mantener la snlud del organismo. Dentro de 

cstn sociedad i111pcra la nor1na del auto sacrificio mas que el de In competencia. por lo que casi 

todas las células en nlgún momento cstún condenadas a morir con la finalidad de que sobrevivan 

lo.is células gcnninalcs. que de alguna numera. serán las cncnrgm.Jas de propagar Jos genes del 

individuo. Cualquier con1portumicnto no nltruistn de una célula somática pondrú en peligro u 

todo el organisn10 (41 ). 

El c(mccr es una enfermedad en In que las célulns individmtlcs rompen el orden natural y 

cn1picznn n proliferar a expensas de sus vecinas pero que finalmente destruyen a toda In sociedad 

y rnucren. Las células tumorales proliferan n pesar de las restricciones nonnales y además 

producen n1etástasis. es decir. que tienen la capacidad de ingresar ni torrente sanguíneo para 

llegar hasta otros sitios del cuerpo donde continúan su proliferación (42). 

Cainccr cén·ico uterino (CaCu) 

El cáncer cérvico uterino (CnCu) es la prin1ern causa de mucne en la mujer mexicana (43). 

Aparece en 1n unión del canal cervical y del cctocérvix. que es el sitio donde las células pueden 

sufrir transfonnt1ciones por la acción de uno o mas factores de riesgo ya sean biológicos ( 

n1utncioncs. virus. cdud). socioculturules (escolaridad. hábitos de higiene). e incluso factores 

rncdioambientalcs a Jos que todos cstan1os expuestos. Las anornmlidadcs tempranas del cérvix. 

conocidas con10 neoplasias intrncpitclialcs cervicales (NIC) se diagnostican comúnmente en 

rnujcres de entre 30 y 40 años de edad. J>nr..i que el NIC C\'olucionc u CaCu invnsor necesita de 8 

u :!O uilos y en la n1ayoriu de los casos se requiere de 5 a 1 O años paru que las células 

transfi.1rmndns pcnl.!'trcn a la membrana basal del cérvix e invadun otros tejidos (44). Una vez 

n~urrido esto. lus pacientes que no han recibido trntamh:nto. o que no han respondido a éste. 

111UL!'rl.!'11 usuuhnentc en un periodo de 3 a 5 años. 
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La Sociedad An1cricana del Cáncer (A11wricc111 Ce1nc:er ."i"ociery) cstilna que. durante 

2002. se diagnosticarán alrededor de 13.000 casos de cáncer Íff\"asivo del cuello uterino en los 

Estados Unidos. Algunos invcstigndorcs calculan que el cáncer no invasivo del cuello uterino 

(carcinoma in situ) es casi 4 veces nuis cornún que el cünccr invasivo del cuello uterino. 

Entre 1955 y 1992. el nún1cro de n1ucrtcs dcbi<las a este tipo de cúnccr en Jos Estados 

Unidos disn1inuyó en un 74o/o. La razón principal de este cambio es el aumento del uso de la 

pruehu de Papt111icolao11. un procedimiento de detección que pcrn1itc diagnosticar el cáncer 

prdnvasivo y el cáncer invasivo en sus etapas iniciales. El índice de n1ortalidud continúa bajando 

a razón de nproxinuu.lmncnte 2% al ai\o (45A6). 

Por su pnnc. de acuerdo con el Sistema Nacional de Salud. el cúnccr cérvico-utcrino 

ocupó el primer lugar como cuusa de nlucnc por cáncer en México con 41.326 cnsos9 lo que 

corresponde ni 22.5% del total de casos registrado. Las cifras señalan que tan1bién ocupó la 

primera posición en la población femenina en el trienio 1993-1995 (34. 7%). Los grupos de edad 

nuls afectados son los de 35 a 59 m1.os (33 .6o/o). 

La variante histológica nlás frecuente fue el carcinoma de células escamosas (91.5%); y 

le siguen en orden de in1ponancia el adenocarcinomn con 3.7%. De acuerdo con la notificación 

por institución. el sector público rcponó mas del 70% de los casos y el sector privado el 15.9% . 

Con respecto n la entidad federativa. el Distrito Federal. Jalisco y Veracruz son los 

cstndos que rcponttron los más altos porcentajes. y los estados de Quintnnn Roo. Baja California 

Sur los rncnorcs. Sonora. con 680 casos representó el 1.6% (47). 

Fnclorcs e.Je riesgo 

Vurins factores de riesgo aun1entnn las probabilidades de contraer cñnccr del cuello uterino. Las 

rnujeres sin estos factores de riesgo ro.rnmcntc contraen dicha cnfcrn1cdnd. Aunque estos factores 

uumentan las probabilidades de contraer un cáncer del cuello uterino. n1uchas mujeres que los 

tienen. no lo padecen. Cuando una mujer contrae cáncer del cuello uterino o presenta cambios 
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prccanccrosos. no es posible decir con seguridad qué íuctor de riesgo en particular Jo hu 

causado. Sin embargo algunos de los más con1unes son los siguientes: 
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Edad: Ja edad promedio de lus mujeres que por prhnera vez reciben un diagnóstico de cáncer del 

cuello uterino es entre 50 y 55 años. El riesgo de contraer este cáncer es 1nuy bajo entre las 

jovencitas n1cnorcs <le quince años. Cmnicnzu a pn:scntarsc en las mujeres que tienen entre 20 y 

29 años de cdud. El cuello uterino es distinto a la n1ayoria de los tipos de cünccr cuya frecuencia 

umncntn con la cdud de Ju pcrson¡1. Aunque el cáncer del cuello uterino sí atCcw u las mujeres 

jóvenes. muchas rnujcrcs nmyorcs no se dan cuenta de que su riesgo para contraer cáncer del 

cuello uterino no disminuye a n1cdidn que amncntun en cd~1d y <.h: que es in1ponuntc parn ellas 

continunr haciCndosc lns prucbns de Pnpnnicolnou (45). 

lnfcccic>n con el ,·irus del papiloma humano: el factor de riesgo n1ás hnportantc para el cúnccr 

del cuello uterino es la infección con el virus del papi/0111u humano (1-JPV. por sus siglns en 

inglés). Los HPV son un grupo de más de 70 tipos de virus llaniados papilon1avirus porque 

pueden causar verrugas. o papilomas. Ciertos tipos de HPV pueden infectar los órganos genitales 

fc111eninos y masculinos. así con10 el úrea del ano. Estos tipos dc l IPV se transmiten de una 

persona ~1 otra durnntc el contacto sexual. El térn1ino médico para las vcrrugns genitnlcs es 

,·ondi/oma acuminado. La mnyoria de las verrugas genitales se debe n dos tipos de virus del 

papilorna humano: el 1-IPV 6 y el J IPV 11. Sólo en raros cusos éstr's se convienen en cáncer del 

cuello uterino. por lo que se les llama virus de .. bajo riesgo". Sin embargo. otros tipos de 1-IPV de 

transn1isión sexual han sido asociados con el cúncer genital o anal. tanto en hombres como en 

mujeres. I~stos se denon1innn tipos de .. alto riesgo" e incluyen el l IJ>V 16. I-IPV t 8. 1-IPV 33. 

1 JPV 35. HPV 45 y otros (48.49). Ciertos tipos de conductas sexuales aun1cntan el riesgo de una 

inujcr de contraer unu infección con virus del papiloma humano: relaciones sexuales a tcn1pmna 

1.:d¡1d. tener 111uchas purejas sexuales. rcali:l'..nr d acto sexuul a cualquier edad sin protección. 

entre otras (50). 

1 liihito de ftunnr: Fmnar expone al cuerpo a nun1erosas sustancias quin1icas cancerígenas que 

afectan otros órganos. además de Jos pulmones. Estas sustancias dañinas son absorbidas por los 
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pulmones y conducidas en el torrente sanguíneo a truvés de tocio el cuerpo. Se hun detectado 

subproductos del tnbaco en Ja mucosidad cervical de n1ujcrcs funmdoras. Los invcstigndorcs 

opinan que cstus sustancius dañan las células del cuello uterino y pueden contribuir al origen del 

c¡inccr del cuello uterino. Las fumadoras tienen el doble de probabilidades respecto a las no 

funmdorus de contraer cúnccr del cuello uterino (51.52). 

Anliconccpth·os: No existe cvidcnciu definitiva que rclucionc el uso de lus píldoras 

anticonceptivas con el cc."mccr del cuello uterino. l lay cierta evidencia estadística de que el uso de 

píldoras anticonceptivas por periodos prolongados puede aun1cntar ligeramente el riesgo de 

ciinccr del cuello uterino. Algunos investigadores sugieren una relación entre el uso de las 

píldoras anticonceptivas durante cinco o nul.s uños y un aun1cnto en el riesgo de cáncer del cuello 

uterino. La investigación para resolver este asunto continúa (45). 

Otros factores de rics~o. Se han reportado otros füctorcs que tmnbién pueden en un momento 

aumentar las posibilidades de contrJcr la cnfcrn1cdad. tales con10 la alimentación y la condición 

económica~ ya que n1uchas mujeres con bajos ingresos no tienen acceso fácil a servicios 

adecuados de atención a la salud. incluyendo las pruebas de Papanicolaou y el tratan1iento de la 

cnfcrn1cdad prccanccrosa cervical. Estudios recientes indican que las mujeres cuyas madres o 

hermanas han tenido cáncer del cuello uterino tienen 1nayorcs probabilidades de contraer la 

cnfi.:r111cdad. Algunos investigadores sospechan que esta tendencia familiar se debe a una 

condición hereditaria que hace que algunas mujeres sean n1cnos capaces de luchar contra la 

infección con HPV que otras (50). 

·rratnn1icnto del cáncer cén·ico uterino 

Un cünccr pequeño (llmnado cónccr n1icroinvasivo). puede ser rcn1ovido totnhncntc mediante un 

procr.:<lin1icnto llmnado biopsia de cono. En este tipo de biopsia. se rcn1uevc unn cantidad rnayor 

del tr.:jido de cérvix. El tejido es examinado bajo un n1icroscopio para ver si todo el cáncer ha 

sido rcn1ovido. Este procedimiento puede hacerse en el consultorio del doctor. o en el hospital. 
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Ya que existen tres clases de biopsins de cono. los síntmnns y el tiempo de rccupcrución vuriu. 

Si el c-.inccr no puede ser rcn1ovido por n1cdio de In biopsin de cono. In n1ujcr puede que tcngu 

que ser sometida a una operación para remover el útero (histcrccton1fa). para prevenir que el 

cáncer invudu otras partes del cuerpo. A veces. los nódulos linf{1ticos en el área de la pelvis 

tan1bién son rcn1ovidos. A esta opcrnción se le llnmn histcrccton1ía radical. Pero si el cáncer lm 

invadido otras tírcas fuera del cérvix. el tratamiento usualmente es h1 radiación. Gcncraln1cntc. In 

quin1iotcmpia no es usndn pnnt tratar el cúnccr ccrvict1I (53.54 ). 

Caructcristicus de las lineas Cnl...o., llcLu e lnBI provenientes de CuCu 

Culo 

Edad de In paciente: 55 años 

Diagnóstico clínico: Carcinorna cpidcrn1oidc de células grandes no qucratini7..adas con HPV-18 

Descripción rnicroscópica: Las células muestran núcleos plcon1órficos con mitosis atípicas. 

Escaso citoplasn1a eosinófilo y núcleos centrales. Fom1an grumos en mosaico. 

Estadio clínico IIB (55). 

Caructcristicas del estadio: El estadio Ilfl es considerado como cimcer microinvasor de alto 

riesgo. Es tratado con ciertos agentes químicos en combinación con radioterapia (56). 

llcL~• 

Edad de la paciente: 31 años 

Diugnóstico clínico: Adcnocarcino111a de cérvix con HPV-18 

Descripción microscópica: Célulns cpitcliulcs. 

Eswdío clínico: IVB n1etastásico. 

Características del estadio: l~stc estadio es maligno con un alto riesgo de mortandad .. con pocas 

posihilidaJcs de curación y el rit:sgo de invadir otros órganos se encuentra en un porcentaje 

Cl lnsic.h:ruhlc. El tratarnicnto depende de lus cuructcristicas que se pn.:scntcn pero el porcentaje de 

!--ohn:vivcnciu es 111inimo (57). 
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lnHI 

Edad de Ju paciente: 45 años 

Diagnóstico clínico: carcinoma cpidern1oidc de células grandes no qucratiniznntcs con l-IPV-18 

Descripción microscópica: Células grandes con núcleos ·hipcrcro111úticos. Mitósis atípicas y 

forn1ución de perlas c"-'lrncas. 

Estndio Clínico: JVO {55). 

Características de estadio: El estadio JVl3 es considerado ni igual que el llB. con10 un ct\.ccr 

microinvasor de alto riesgo. Por lo general se recurre u ott"os tratamientos colntcrulcs u 

rndiotcrapia: dependiendo de todas las caructcristicas en conjunto que se presenten. 

-- ------
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,JUSTlnCACIÓN 

En la actualidad se rcaliznn n1últiplcs investigaciones en torno 0.1 los diversos Jbctorcs que 

controlan el ciclo celular así con10 Ja fomin en que éstos uctlmn ya sea cstirnulundo o inhibiendo 

la proliferación celular. Esto es de gran rclcvnncia. ya que su estudio nos permitirá con1prcndcr 

mejor los mecanismos involucrados en dicho proceso y a su vez entender también algunas 

cnfcnncdadcs derivadas de alteraciones en este ciclo. tales como el cáncer cérvico uterino. que 

es una de las principales causas de muerte en la n1ujcr mexicana. 

El FJP es un factor capaz de inhibir la proliferación de las células tun1ornlcs. por lo que su 

estudio. además de ayudarnos a con1prcndcr su participación en el 1nccanismo del ciclo celular .. 

podría convertirse en unn terapia alterna para el tratamiento del CaCu y brindar así nuevas 

esperanzas de vida para las nlujcrcs que Jo padecen. 

_____ ORIGEN 
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lllPÓTESIS 

La mayoría de las n1oléculus que n1anticncn el equilibrio entre proliferación y muerte celular son 

glicoprotcinns de bajo peso molecular y generalmente ejercen su efecto en la fu.se G 1 del ciclo 

celular. Dado que las células fibroblásticas provenientes del cérvix hunu1no. secretan el Factor 

Inhibidor de la Proliferación (FIP). el cual ejerce su acción tanto en células normales con10 

tun1oralcs y conociendo de que la n1ayoría de los factores que detienen la división celular lo 

hacen en In fase G 1 del ciclo celular. esperamos que la acción inhibidora del FIP también sea 

ejercida en dicha fusc. De igual tnancra se ha dc111ostrndo que los factores inhibidorcs de la 

proliferación no sólo funcionan en la fase G 1 sino además son cnpnces de inducir muerte celular 

por In vía apoptóticn. En base a lo anterior y en vista de que el FJP presenta un efecto reversible 

tanto en células fibroblásticns nsí como en las células tun1oralcs9 esperamos que el FIP no sea un 

fhctor npoptótico. 

TESIS CON 
FALLA DE ClilGEN 



20 
00.JETIVOS 

Ohjcti\'o ACHcral. 

Determinar si el Factor Inhibidor de In Proliferación (FIJ>) secretado por fibroblnstos 

provenientes de cérvix hun1nno. frena la proliferación de células tumorales CaLo~ HcLn e JnBI. 

usi como a células fibroblásticas en Ja fase G 1 del ciclo cclulur. 

Objcti\'os pnrticuharcs: 

1. Estnblcccr.cultivos de fibrobtóstoS provenientes del cérviX humano. 

2. Obtener el FIP.·a pnrtir de sobrcna<;Iantes de cultivos confluentes de células fibroblásticas. 

3. Cultivar células lU1norales,.CnLo, HcLn e lnBI. 

4. Dctcnninar si el FIP detiene a las .células tumorales nsi éon10 a las células fibroblásticas 

en In fase Gt del ciclo celular cvalund~ por.cilo':l~etrín de _flujo: 

S. Dctcnninar si las protcfnas Rb y p27 intervienen en el mecnnismo de acción del FJP 

6. Determinar si el FIP induce apoptosis en lns células tumornlcs CaLo .. HcLn e lnBl 
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MATERIALES Y l\IETODO 

Obtención de fihrohlnstos pro,•cnicntcs de cén.•ix hunu1no 

Los fibroblastos se obtuvieron de cérvix humano provenientes de pacientes a quienes se les 

realizó una histcrcctornia por presentar n1iomatosis utcrinu. 

Una vez obtenida Ja pieza quirt'1rgicu, se cortó un fragmcnlo de cérvix y se transportó en 

condiciones estériles en n1cdio de cultivo RPMI adicionado con el 10% de Suero Fetal de 

Bovino (SFl3) (GIBCO) a una tcn1pcrutura de 4" C. Postcriorn1cntc la n1ucstra se fragmentó en 

trozos de aproxinmdamcntc 5111111 y se depositó en un vaso de precipitndos de 501111 que contenía 

t Sml de tri psi na al 0.05% en solución salina de verscno y un ngitudor magnético. El matraz se 

colocó en un bailo de agua a 37° C y en ngitución suave durante l 5n1in. Después de este tiempo 

se decantó el sobrcnaduntc en un en1budo con rnalla y se colectó en un tubo cónico que contenía 

1 n11 de SFB. Al t~jido remanente se le adicionaron 1 Sml más de tripsina al 0.05% en vcrseno y 

se repitió el procedimiento anterior. 

Los tubos que contenían Jos filtrados fueron centrifugados a 1500rpm durante 5 min y 

posteriormente se retiró el sobrcnadantc por decantación y el botón celular resultante en cada 

tubo fue rcsuspendido en Sml de RPMJ suplementado con J 0% de SFB y se sembró en cajas de 

cultivo de Sml (COSTAR) mantenidas en una incubadora (Scientific) a 37 "C con 5% de C02 y 

una atmósfera de hun1edad a punto de rocío por 24h. Al cabo de este tien1po se realizó un 

cambio de medio por medio fresco (RPMI con JOo/o de SFB) de tal manera que solo 

pennanecieron las células adheridas. Después de S a 7 días se obtuvieron cultivos celulares de 

fibroblastos que fueron rcscrnbrados con la finalidad de obtener una población celular más 

ho1nogéncu. 

Lu resiembra se realizó cuando las cajas de cultivo presentaron un nún1cro celular 

hnportantc (aproximadamente el 70o/o de saturación). A las cajas de cultivo se les retiró 

complctan1entc el medio de cultivo y se les adicionaron 2ml de tripsina al 0.05% en vcrseno 

TESIS Cíl"ti.T 
FALLA Df ·., ... ~uEN 



22 
(para el cuso de las cajas COSTAR de 51111). <lejúndolus en esta solución por 3 1nin en la 

incuhndora. Al cnbo de este tiempo. la caja de cultivo fue obscrvnda en un 111icroscopio invertido 

para asegurarse que las célulns estuvieran completmnentc desprendidas. En seguida. con 

resuspensión vigorosa se co111plctó la remoción de las célulus y la suspensión celular fue 

centrifugada n J500rpn1 durante 5min. El botón ccluh1r fue resuspendido en RPMI al 10% de 

SFB. para posteriormente distribuir las células en concentraciones de 20. 000 células/cuja. A esta 

rcsicn1bru se le llmnó R 1 • La siguiente resiembra (R2). fue utilizuda para ensayos de actividad 

biológica. o para obtención de medio condicionu<lo. Las cClulas no se c111plcaron para ningún 

tipo <le ensayo dcspur.!s de la resiembra 3 (58.59). 

OhtcncU>n de n1cdios condicionndos 

Los medios con<licionndos de fibroblnstos (~1CF) de cérvix hun1ano se obtuvieron después de 

que las células en cultivo llegaron a la fase de confluencia. A estos cultivos se les retiró el medio 

de cultivo y fueron lavados 5 veces con Sml de solución salina PBS y se dejaron postcriom1entc 

con RPMI libre de SFB durante 48h después de lo cunl se colectó el medio condicionado. El 

nicdio se centrifugó n 3000rpn1 para retirar el detrito celular y se ul111nccnó a 4 ºC en recipientes 

de vidrio estériles. hnsta iniciar la concentración. 

Conccnlrachin del l\.1CF 

El n1cdio condicionado obtenido fue alicuotado en tubos para centrifuga de 501111 y se concentró 

hasta s.!qucdad por liofili7A'lción en un liofili7.ador Spccd Vnc (Si\ VANT AES2000). El 

concC"ntrado de cada tubo fue rcsuspendido en 1 mi de PBS y se colocó en una bolsa de diálisis 

con poro de l kDn (Spectrn/Poor :V1\VCO 1000) y se introdujo en un recipiente con 1 litro de 

PBS 0.:::!5X durante 48h con cnn1bios cada 8h. 

Por úhin10. el P13S 0.25X se" cambitl por PBS 1 X. en agua en donde el MCF se dejó 

dializando por otrus 24h. Una vez concluido este tiempo. el contenido de lu bolsa de diálisis se 

recuperó en tubos Eppendorf y se centrifugó ~1 14 OOOrp111 durante t0111in a 4 ºC. El medio 
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condicionndo concentrado se esterilizó haciéndolo pasnr por unn n1cn1brnnn de poro de 0.22 

micras y fue aln1nccnodo a 4 ºC hasta su utilización. 

Cullh•os de céluhts tun1nralcs de CuCu CaLo, llcl ... n e lnHI 
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Las lineas celulares tumorulcs crioprcscrvndas CaLo. J-lcLn e InBI. provenientes de tres biopsias 

diferentes de pacientes con cáncer cérvico-utcrino (60). se descongelaron y se hicieron crecer en 

cajas pctri de Sml y en RPMI ni l 0% de SFB dentro de unn incubo:1dorn (Scicntific) a 37º C. So/o 

de C02 y unn ntmósfcrn húmeda a punto de rocío durante tres u cinco días dependiendo de In 

densidad inicial. 

E"·aluación de In ProlifcruchJn Celular mediante la técnica de Cristal Violeta 

El colorante cristal violctu. posee carnctcrísticns alcalinas. que le permiten incorporarse a los 

núcleos celulares. El número de núcleos teñidos aun1enta o disminuye conforme la proliferación 

celular se ve cstin1uladu o inhibida (61 ). Lns c..!lulas fueron fijadas con glutaraldchido al 1.1 o/o 

durante 1 Ornin. para posteriormente ser lavmlas con agua bidcstilada y secadas al aire. A las 

placns Sl.!'cas se les agregó una solución de cristal violeta al 0.1 % (hasta cubrir completamente las 

células). nutntcniéndosc en agitación durante 1 Ornin. Una vez concluido este ticn1po lns placas de 

cultivo se lavaron cxhaustivan1cntc con agua dcsionizada (de 111ancra que el colorante no 

incorporado sea retirado). para posteriormente secarse al aire a tcn1pcrntura ambiente. A las cajas 

de cultivo se 11.!'s ai\ndió <.leido acético al lOo/o (que solubiliza el colorante de los núcleos 

celulares). dejando en agitación durante 20n1in. Posteriormente a eso. se tomaron las lecturas de 

cadn pozo en un lector de placas de ELISA (El 800; Bio-Tck) a 57omn y las densidades ópticas 

se graficaron como o/i, de proliferación celular con respecto a al control. 
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Viabilidad cclulnr por el método de exclusión por uzul tripann 

El colorante nzul tripnno solan1cntc es asimilado por la céluns cuando ésta se encuentra 

<lctcriorndn de la n1cn1brmm. en cambio. las células que no lo incorporan se consideran como 

ci!lulas vinblcs. 

Las células fueron scn1bradas en placas de 96 pozos e im..Jucidas con 15~1g/rnl de FIP • 

trunscurrido el tiempo de cstin1ulo. el sobrcnadantc íuc retirado de los pozos y se desprendieron 

las células con tripsina o vcrscno. éstas se diluyeron 1 a 1 con azul tripnno. Las células se 

contaron en una cámara de Neubaucr (13occkcl Co) y el porccnuijc de viabilidad fue obtenido 

mediante la siguiente relación: 

0/o de Viabilidad = Células teñidas X 100 

Células teñidas+ células no teñidas 

Cunntificnci<)n de proteínas 

La concentración de proteínas fue evaluada con un kit de detección de los aminoácidos cisteina. 

triptofano. cistcinn y tirosína los cuales fom1an un color púrpura cuando reaccionen con ácido 

bicinconinico (BCA) en combinación con el método de Biurct (BCA Protcin Assay Rcagcnt. 

PIERCE). El color obtenido exhibe una fucnc absorbancia a 562nn1 y las lecturas de las 

muestras son comparadas con una curva patrón de albúminu sobre la cual se hace In 

1..h:tcn11im1ción (62). 

Ens:tyos de acth•idad biológica 

La actividad inhibidora del FIP se dctcnninó rncúiuntc ensayos r..:.xpcrimcntalcs en los que se 

evaluó cada uno de los MCF sobre el cultivo de células fibrohlústicas o tumorales en fase 
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exponencial. Pnrn cada cultivo inducido se dctcrn1inó cJ número y se comparó con un control 

al que no se aplicó inductor. 
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Una coltnnna cromatográficn de 35cn1 de altura y 1.5cn1 de diámetro fue en1pacndn con resina 

Scphacryl S-100 (Plmrrnacin Biotcch). la columna se equilibró con solución salina (PBS) 

isotónica pl-1 7 .O y se culibró con marcadores de peso molecular conocido. 

En la colmnnn se aplicaron 750mg/0.Snll de medio condicionado concentrado y las 

proteínas eluidas fueron colcctndns. Se realizaron 30 separaciones cromatográficns consecutivas 

y se colectaron todas juntas de acuerdo con sus intervalos de peso molecular (lotes). Los lotes de 

peso n1olccular obtenidos fueron concentrados por liofili7..nción hasta obtener SOOJ.tl de volumen 

final. Las fracciones de proteína fueron probadas en ensayos biológicos para determinar su 

actividad inhibidora. 

lnmunnclcctro~1n1ilisis 

El análisis de fosforilación de Ja proteína RB y In expresión de p27 se determinó por 

inn1unoclcctroanñlisis (63). La proteína total fue extraída utilizando una solución de lisis 

conteniendo Tris (pH 7). NaCI. NP-40.NnF., vanadato de sodio e inhibidorcs de proteasas. Las 

células fueron lavadas con una solución de TBS y lisadns con 350 µl/plato de solución de lisis 

durante 20 tninutos en hielo. La proteína extraída fue colectada en tubos Eppcndorf y 

centrifugada a 14000rpm durante Smin y el sobrcnadante fue aln1accnado a -20 ºC. La cantidad 

de proteína en cada n1uestra fue determinada por el método BC:A. Posteriormente. l SOµg de 

proteína total para cada condición fueron sometidos a clcctroforcsb en un gel de poliacrilamida 

al 7.S~-ó. El gel fue trnnsfcrido a una nlen1brana de nitrocelulosa ( l lybond). la cual se bloqueó 

cl1n una solución de leche scn1idescrcn1udu al 6o/o en TBS-T·wecn durnntc 1 h. Lns n1cmbranas se 

incubaron con los anticuerpos correspondientes durante t h a temperatura ambiente y 

posterionnentc si.: utilizó un anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina diluido 
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1: 1000 en TBS-So/o de leche. incubándolo durante 1 h n temperatura nn1bicntc. La n1cn1brann 

después de lavarse. fue revelada con 51111 de solución mnortiguadoru de fosfatnsa alcalina y azul 

de tctrazolio. 

Aruilisis l'Al~I' 

Las célu1ns tun1orulcs fueron sembradas a una densidad de 2 X 1 o'' células en cajas pctri de 

lOOmm. Después del trnwn1icnto con 15J,-1g./Jnl de FIP por24. 48 y 7'.."!h las células fueron lavadas 

con PBS y centrifugadas a 8000rpm por 3min n 4 ºC. El sobrcnadantc fue n:tirado y el botón 

celular fue rcsuspcndido en 20J.-tl ch: buffer (Tris 62.5 n1M. Urca pi 1 6.8; glicerol al 1 Oo/o. SOS al 

2%. azul de bromofcnol al 0.003o/o. 2-mcrcaptocthanol al 5°/o) y so11icado por 30s. Par:::1 inducir Ju 

degradación del sustrato de Ja caspasu 3 las células fueron trutudas con luz UV por l 6h y 

procesadas en condiciones siinilares a las células tratadas con el FIP. Estas fueron usadas como 

un control positivo en la ruptura del PARP por la caspasa. La proteína celular total ( l 50i.tg) fue 

incubada n 65 ºC por l 5n1in y separado por electroforesis en un gd de poliaclilarnida SOS al 

7.5o/o. Las proteínas separadas fueron transferidas a n1cmbranns de nitrocelulosa (Hybond 

An1crshm11) con huffcr de tranfcrcncia (Tris 25n1M: Glicina 1921111\1: tv1ctanol 20%) a 60V por 

1-2h. Las mcn1branas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con solución PBS-MT (PBS 1 X~ pl-1 

7.4: leche scn1idescrenmda al 5%:twen 20 al O. 1 o/.1) por 1 h e incuhadu todu k1 noche con el 

anticu.:rpo C 2.10 (Anticuerpo n10noclonnl JgG anti-l'ARP) diluido 1:10.000 en PBS-MT. 

Después de la incubación la 111cn1bram.1 fue lavada con PBS-MT e incubuda con anti lgG de ratón 

(Sign1u) diluida 1:2500 en PBS por 30111in. La 111en1brana fue h1,ada por 30min con PBS y In 

protdnu PARP fue detectada por quimiolun1incsccncia 

<Supcrsignal~ Picrcc) (64). 

c~ito1nctriu de flujo 

us:.mdo un sustrato comercial 

Las céluh1s n evaluar fueron desprendidas con vcrscno o tripsina. según el caso. se centrifugaron 

a l 500rpm durante 3n1in y se lavaron una vez con PBS. postcrionncntc se fijaron con 1nctanol al 
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SOo/o en PBS por 10111in a 4 ºC o con etanol al 70% en PBS. Se lavaron una vez con PI3S y se 

rcsuspcndicron en 50 UI/1111 de RNAsn en J>BS durante 1 h a 3 7 ºC. Posteriormente se tiñeron con 

20 UJ/n1J de ioduro de propidio (200 n1g/I} en PBS duruntc 2n1in. Se rcsuspcndicron en PBS y se 

cvalunron en el citón1ctro de flujo (65). 

Antilisis cstndísticn 

Los resultados obtenidos de los ensayos cxpcrin1cntalcs fueron sometidos u tres pruebas 

cstnc.listicas. una dcnorninada ANDEVA o amílisis de variunzn. que establece un valor n1cdio 

dcnon1inado Gran Media. con una distribución de los datos de una manera norn1al y nos dice que 

tan alejados cstún los valores promedios de las ntucstras de nuestros ensayos con respecto n Ja 

Gran Media. lo que dcterrnina si la rnuestra presenta un comportn111icnto de distribución norn1al; 

la segunda prueba dcnon1inada Prueba de Diferencia Significativa i\t1inirna (DSM) de Fishcr. se 

realiza para saber si existe diferencia significativa entre dos o n1as pares de n1edias. Finaln1entc 

se aplicó la pruba de Tukcy para determinar entre que pares de medias existía diferencia (66-68) 
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IUcSULTADOS 

La regulación de la división celular está dada por factores soluhlcs que secretan las células al 

medio. Tales factores son capaces de actuar sobre las mismas células que los secretan. así corno 

en diferentes tipos celulares. En el caso particular de lus células fibroblásticas provenientes del 

cérvix. se ha reportado que son capaces de secretar un factor con actividad inhibidom de Ja 

proliferación de las células fibrobU1sticus. así como de células tumonilcs provenientes de tu111orcs 

de cérvix: ln1mano. denominado FIP (37). Sin crnbargo. pese n dcn1ostrar que presenta una 

acti\'idad inhihidora de la proliferación. no se ha dcn1ostrndo si dicha nctividud ejerce su acción 

en alguna fase especifica del ciclo celular y si induce a lus células hacia la npoptosis 6 sólo es un 

foctor citostfüico. Al respecto. se cultivnron célulns fibroblásticas en RPMI al l 0% de Suero 

Fctnl Bovino (SFB) con el propósito de que las células se adhieran a la cuja de cultivo. Una vez 

ndheridas. los cultivos fueron lavados con una solución salina de fosfatos (PBS). con In intención 

de retirar en lo n1ás posible los factores de crecimiento y proteínas contenidas en el SFB. 

Posteriormente. se añadió únicamente RPMI y las células fueron incubadas durante 48h más. Al 

térn1ino del ticn1po. el sobrenadante fue colectado y centrifugado. El sobrenadantc fue 

concentrado por lioliliz..-i.ción y desalado por diálisis. El diali7..ado fue esterilizado por filtración a 

través de una n1en1brnna de 0.22 nlicrón1etros y la concentración de proteínas fue determinada a 

truvés de la técnica del BCA. La actividad inhibidora fue determinada en la línea celular 1-leLa y 

en los fibroblastos del cérvix (Figura 1 ). 
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CÉLULAS TUMORALES HcLu 
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Figura 1. Efcclo de los medios condicionados concentrados sobre las células tumorales de la linea HcLa y células 
fibroblásticas. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos y el medio condicionado fue puesto en el 
momento de la siembra. La evaluación se realizo a tas 72h de la cstimulación con o.J.S,10,15.20.30.40 y 50 µglmt 
rcspcctivnmcntc de protcfnn total en el medio concentrado. 

Los rcsultudos 111ucstran que el FIP disn1inuyc la proliferución celular hasta en un 50% 

en células tun1oralcs y 70% sobre células fibroblásticas a concentraciones de 15 µg/ml 
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manteniendo una viabilidad celular por cncin1a del 90o/u. A concentrucioncs n1uyorcs se 

vuelve citotóxico yn que lns células se despegan de la caja de cultivo y 111odilicun su n1orfología. 

El dinli7 .. ado fue separado en una columna de exclusión n1olccular y In actividad del FI P 

fue rcgistrnda en lus fracciones correspondientes n un peso n1oleculur entre 20 y 30 KDa (Figura 

2). por lo que se procedió a generar una n1ucstra enriquecida de estas fracciones. con el objeto de 

utilizarla en Jos dcnuis ensayos. 
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Figura:? .. Separación por cromalograna de c . .,,;clusión molecular del factor inhibidor de In proliferación presente en 
el medio condicionado de cultivos de tibroblastos confluentes. rrovcnicntcs de cérvix de pacientes con miomatosis 
uterina 750mg/0.5ml de medio condicionado concentrado. fue separado a travCs de una columna de Scphacryl S
IOO llR ( 35 X l.5cm de DI) a una velocidad de flujo de IRmllh. La columna rrcviamcnte calibrada con PBS. fue 
calihradot con protcinas con pesos moleculares cslándares: AD (Azul Dcx1ran. 2000 KDa) ; ASB (AlbUmina Sérica 
Bohina 6KKDa) : Ali (Albümina de lluevo 45KDa) : GDll ( Gliccraldchido-3-fosfato Dcshidrogcnnsa 36 KDa) : 
AC ( Anhidras;:i Carbónica 29KDa); y CC ( Citocromo C 12.4 KDa) . La densidad óptica de las fracciones fue 
monitorcada cada 2rnl a 280nm (drculos) • cada fracción colectada fue empicada para evaluar el efecto sobre la 
rrolilCraciún de fibruhla~tos en crccirnic1110 exponencial (cuadros). 

El hecho di! saber qth! los libroblastos son capaces de producir un factor con actividad 

inhihidoru de la proliferación genera la inquietud de saber sí este foctor está relacionado con el 

paro del ciclo celular. Para dar respuesta a dicha inquietud. 1 X 1 ott células fibroblásticas y 
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tumorales fueron scn1bradus en cajas de cultivo de 60 111111 y cstin1uladas con 15 µg/ 1111 de la 

fracción activa del rncdio condicionudo de fibroblastos~ con c:I propósito de dctcrn1inar la 

distribución del ADN en el ciclo celular y de esta manera ver en que fose del ciclo celular son 

detenidas las células (Figura 3 ). 
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Figura 3. Efecto del FIP en el ciclo celular de fibroblastos y células tumorales CaLo, 1-lcLa 
0

c lnBI 
dclcnninado por citonu:tr-ia de Oujo. A. C. E y G son células cultivadas en RPMI, suplementadas con 10% 
de SFB. B, D. F y H son células estimuladas con 1 Sµg I mi de f'IP. M 1, M2 y M3, representa et porcentaje de 
células en las fases Gi. S y G 2-M del ciclo celular respectivamente. 
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Los resultados confirman quL! el FIP actúa en Ju fnsc 0 1 del ciclo celular .. ya que la 

cantidad de células en In fase G1 se incrcn1entó en aquellos cultivos que fueron inducidos con el 

FIP en con1pnración con los cultivos controL 

Dado que las células tun1ornlcs se caracterizan por prescntnr ciclos celulares continuos ... y 

el hecho de que el FIP actúe en In fase G1 del ciclo celular .. surge In necesidad de dctcnninnr qué 

proteína se encuentra implicada en el paro del ciclo celular .. particulanncnte en In fase G1. Es 

conocido que la proteína Rb es una proteína que regula In transición de In fase G1 a In fase S del 

ciclo celular .. y que dicha regulación es llevada n cabo cuando In proteína Rb se encuentra en un 

estado de hipofosforilnción. Al respecto. se cuhivnron t x to" células tumorales y fueron 

cstimuladns con t Sµg/ml de FIP durante 24h. y Ja proteína total fue extraída para determinar la 

expresión de la proteína Rb a través de la técnica de inn1unoclcctrotransfcrcncia (Figura 4). 

Calo lnDI llcLn --- -- ____ _.. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

f'ig.4. Efecto del FIP sobre la expresión de la protcfna Rb en células tumorales. 150 µg de protcfna de Usado celular 
total de células tumorales CaLo. lleLa e lnBI cuhivadas en RPMI suplementado con 10% de SFB y tratadas con IS 
J.tg/ml de FIP. fueron separados en SDS·PAGE al 7.So/o y transferidas a membranas de nitrocelulosa. El blot fue 
cortado entre el peso molecular de 98 y 130 kDa e incubado con anti·Rb y revcl;ulo mediante la técnica de fosfatasa 
alcalina. Los nUmcros muestran los carriles. Los carriles l .S y 9 corresponden ;:11 control o células no tratadas; los 
carriles 2.6 y 10 corresponden a las células en la fase Gc/0 1 : los carriles 3,7 y 1 1 corresponden a células tratadas 
con FIP: los carriles 4, 8 y 12 corresponden a células tratadas con 10 ng/ml de TGFP 

La figura n1ucstra que en los carriles donde las células no fueron tratadas con el FIP la 

banda esta un poco más arriba que en aquellos carriles donde las células están en Go/G a. 

indicando que Ja proteína Rb se encuentra en el estado hipcrfosforilado y en las células en Go,Ga .. 

Rb se encuentra en un estado hipofosforilado. Sin cn1bargo~ en las células tratadas con el FIP y 

con TGF(l. Rb se encuentra en estado hiperfosforilado., indicando que In proteína Rb no se ve 
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altcruda en el efecto del PIF. mientras que con el TGFJl. Rb al estar hipcrfosforiluda sugiere 

un n1ccanismo de resistencia en contra del efecto inhibidor de este lbctor. 
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Otra proteína importante en la rcgulución del ciclo es Ja proteína p27. originalmente 

identificada corno un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas (COK). que detiene la 

progresión del ciclo celular en respuesta n inhibición por contacto n por la inducción de TGFfl. 

Además p27 se incrementa durante la diferenciación y ha n1ostrm.lo ser un in1portantc regulador 

de la progresión de las fases G1/S del ciclo celular al unirse a los con1plcjos ciclina D-cdk4 y 

prevenir con ello su activación. Para dctcrn1irmr si el FIP afecta la 1.:xprcsión de esta proteína. se 

cultivnron 1x1 Or. células tumornlcs y fueron estitnuladas con 15J..tg/ml de FJJ> durnntc 24h y la 

proteína total fue extraída para dctcrn1inar In expresión de p27 n través de In técnica de 

innnmoclcctrotransfcrcncin (Figura 5 ). 
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Figura S. Determinación del efecto del FJP sobre la expresión de p27 en células tumorales. 150 µg de protefna de 
lisndo celular total de células tumorales CnLo. l lcLn e lnBI cultivadas in RPMI suplementado con 10% de SFB y 
1rntadas con 15 µg/ml de FIP fueron scpnrndos en SDS·PAGE al 7.5% y transferidas a membranas de nitrocelulosa. 
El blot fue conado entre el peso molecular de 20 y 30 KDa e incubado con anti-p27 y revelado mediante la técnica 
de fosfatnsa alcalina. C: Control; FJP: células estimuladas con el FIP; TGF: células tratadas con 10 ng/ml de TGF'3 

Los resultados indican que el FIP incrementa la expresión de p27 en las células 

tumorales. implicando a ésta proteína con10 una de las proteínas <..h.· ciclo que intervienen en su 

vía de señalización. Sin embargo. el TGFp no afecta la expresión de p27 en estas lineas ya que 

no hay diferencia con el control. 

Dados estos resultados. si bien es cierto que el FIP es un factor que actúa en la fase G, del 

ciclo celular y que p27 se encuentra involucradn9 existe In incertidumbre de que el FIP no sólo 

detenga el ciclo celular sino que pudiese ser un factor npoptótico. Para dar respuesta a dicha 

inccrtidun1brc, las células tumorales fueron tratadas con 1 Sµg/ml de FIP y el efecto npoptótico 

fue evaluado a través de un Kit para npoptosis, basado en In actividad de la cnspasa 3 para 

dcgrndur u su sustrato (Figura 6). 
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Figura 6. Efecto del FIP en la actividad de la caspasa 3 en las lineas celulares Cóll.o. 1-tcLa e lnBI. utilizado como un 
indicador de npoptosis. Los nUmeros indican los carriles: 1 células expuestas a luz ultravioleta por 16 hrs: 2. carril 
vacfo; 3,5 y 7 células no tratadas; 4,6 y 8 células tratadas con l 5~1g de FIP. 24,48 y 72, indica las horas de cultivo. 

Los rcsultndos obtenidos revelan que el FIP no induce la activación de la caspasa 3 a 

diferencia de la luz UV sugiriendo que se trata de un factor no apoptótico y muy probablemente 

sea un factor citostático. 
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ANALISIS DE ltESULTADOS 

Los seres vivos cstnn1os constituidos por diversas poblaciones cclulurcs que presentan diferentes 

ritmos de crecimiento. de tal 111ancn1. que les pcrn1itcn mantener lu integridad y funcionalidad del 

individuo. Uno de Jos mccnnis111os utilizados por las célulns paru lograr esta orgnniznción .. es n 

tn.tvés de diferentes 111oléculas bioquímicas que son producidas pur ellas misn1as y que pueden 

tener un efecto porúcrino. endocrino o autócrino. Entre éstas existe un grupo de moléculas 

dcnon1inndns factores de crecimiento. que son capaces de regular la división celular ya sea en 

forma positiva o ncgativn. 

Desde hace algunas décadas se hu mostrado un gran interés por el estudio de esos 

factores reguladores del crechnicnto celular y se ha reportado que existen diferentes líneas 

celulares tales co1110 fibroblastos y epitelios capaces de producir. en cultivo. diferentes moléculas 

que pueden estimular o inhibir el crccin1iento de ellas mismas o de otros tipos celulares (15). 

Algunos de estos foctorcs ya han sido bien caracterizados binquimican1cntc. sin cn1bargo 

muchos de ellos aun no han sido bien estudiados. Uno de los factores que recientemente han 

sido reportado es el FI P. el cual es producido por células fibroblásticas y que es capaz de inhibir 

la proliferación de células tun1oralcs en cultivo así como la de células epiteliales y fibroblásticas 

(37). Nuestro estudio reveló que el efecto de FIP es dosis dependiente. logrando una inhibición 

del 50o/u en las células tumorales de la linea HeLa cumulo se encuentra a una concentración de 

l S~1g/ml en el rnedio de cultivo y del 70% en fibroblástos provi:nicntes de cérvix a la misma 

concentración (Figura 1 ). Se sabe que dentro de los medios condicionados se encuentran diversas 

proteínas adenu'1s de FI P que pudieran. en un 1110111cnto dado. interferir con nuestro estudio. por 

In que los medios condicionados se fraccionaron en una colrnnna de exclusión molecular. 

corroborándose que la fracción con actividad inhibidora tiene un peso molecular entre 20 y 30 
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kDu con un pico múx.imo cercano o los 23 kDa • (Figura 2) por lo que las rnucstras 

enriquecidas con esta fracción fueron las nu'ts adecundas paro. los ensayos cfcctuudos. 
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La mayoríu de los factores inhibidorcs de la proliferación celular actúan sobre la fase G1 

del ciclo celular (69-71) y el FIP no es la excepción. ya que en nuestros resultados se observa 

que al inducir los cultivos celulares con Cstc )' cvalu.:trlos por citnmt:tria de flujo. se incrcrncnta 

el número de células que se encuentran en dicha fase (Figura 3) con lo que usmni1nos que el 

FIP. al igual que la muyoria de los factores inhibidorcs. ejerce su efecto sobre la fase G 1 del ciclo 

celular. Por otro ludo. huy 111uchas evidencias que 111ucstran lJUC 10.1 proteína Rh está dircctan1cntc 

ilnplicada en el control de la transición de Ja fase G 1-S del ciclo celular~ través de la represión 

de los promotores de In síntesis de ADN (72-76). sin embargo. nuestros resultados sugieren que 

Rb no está implicada en el n1ecanismo de inhibición que utiliza el FIP para lograr su efecto. 

No obstante. este resuhndo tendrá que corroborarse en un futuro. ya que sólo se detecta 

una bnnda en el blot. sugiriendo que el poder de resolución fue b::üo. no permitiendo ver los dos 

estados de fosforilación en la n1is111a muestra o con el mismo inductor. como se ha descrito en 

otros trabajos en donde se cvah"m Rb (73-75.77) (Figura 4). Con lo que respectan su n1ccanisn10 

de acción. es claro que p27 es una de las proteínas supresorns que purticipan en el n1ccanisn10 de 

acción del FIP yn que su expresión se ve incrc1ncntada en las células tun1oralcs cuando son 

inducidas con el FIP. lo cual no es de sorprenderse. ya que es sabido que p27 se considera una 

proteína suprcsoru de tmnor {78) (Figura 5) y podrfa actuar inhibiendo la fonnación de 

complejos de lu ciclina E-CDK2. ciclina A-CDK2 .. ciclina Dl-CDK4 o CDK6 como se sabe 

::1ctúa esta proteína (79). Finalmente. se dctem1inó que el paro del ciclo cclulnr inducido por el 

FIP. no provoca que las célulns nctivcn su vía apoptótica. dado que no se encontró la actividad 

de la caspasa 3 en las cl!lulns tratadas con el n1ismo (Figura 6) y aun que datos recientes nos 

indican que en lu apoptosis no necesariamente están in1plicadas todas las caspasas (80.81). 

nuestrus observaciones nos proporcionan información de que cumulo el PIF es retirado de los 

n1cdios de cultivo que se encuentran detenidos en In fase Ci 1 del ciclo. éstos continúan 

proliferando de numera nornml. lo que lbrtalecc nuestras conjeturns. No obstante se podrían 

utilizur otras técnicas como la tinción de núcleos por TUNEL parn refor.r...ar nuestros resultados. 
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Los resultados aportados. pcnnitcn cstnblcccr que el FJ P es un factor secretado por 

células fibroblústicus que detiene el ciclo celular de las células 1un1oralcs de CaCu y de los 

propios fibroblástos en Ja fase G 1 del ciclo celular y que para llevar a cabo dicho paro. se 

incrc111cnta la expresión de la proteína p27. Esta infonnación genera la posibilidad de que el FIP 

solo. o en con1binnció11 con otros factores inhibidorcs de la proli ICración celular. pudiera ser 

considerado en la utilización para el tratmnicnto de cnfcnncdadcs rclucionadas con Ja división 

cclulur. corno es el cuso del cáncer. 
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CONCLUSIONES 

1. El FIJ> actlm deteniendo la proliferación de las células CaLo. 1-lcLa e InBl así como 

fibroblástos de cérvix hun1ano en la fase G 1 del ciclo celular. 

2. El FIP incrementa la expresión de In ·protCína p27 en las células tumorales CaLo .. 

1-lcla e lnBI. 

3. El FIP no activa u la caspasa 3 en las células tutnoralcs CaLo. 1-lcLa e lnBI. 
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l\lcdio RPl\11-1640 

El medio se utilizó para nmntcncr en condiciones fisiológicas cstubles a las líneas celulares. El 

siguiente listado proporciona los co111poncntcs del n1cdio. 

Amino;icidns 

L-Arginina (libre de base) 

L-Asparagina (Anhidra) 

L-Aspártico 

L-Cistina 2 HCI 

L-Ácido glutfünico 

L-Glutatnina 

Glicina 

L-Histidina (libre de base) 

L-Hidroxiprolina 

L-Jsolcucina 

L-Lcucina 

L-Lisina HCI 

L-Mctionina 

L-Fcnilalanina 

L-Prolina 

L-Scrina 

L-Trconina 

L-Triptofano 

L-Tirosina :?.Na 

L-Vulina 

111J!/I 

200.00 

50.00 

20.00 

65.20 

20.00 

300.00 

10.00 

15.00 

20.00 

50.00 

50.00 

-10.00 

15.00 

15.00 

20.00 

30.00 

20.00 

05.00 

28.83 

20.00 
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Vitan1inns 1ng/I 

Biotina 00.20 

D-Pantotcnnto 00.25 

Ácido fólico 03.00 

Cloruro de Colina 01.00 

Mio-lnositol 35.00 

Nincicnan1idu 01.00 

l'ABA 01.00 

Piridoxina HCI 01.00 

Ribotlnvina 00.20 

Tinminn HCI 01.00 

Vitan1ina B 12 oo.oos 

Sales inorg1inicas 111~/I 

Nitrato de calcio 4Hi0 100.00 

Cloruro de potasio 400.00 

Cloruro de sodio 6000.00 

Sulfato de n1agncsio 48.84 

Fosfato de sodio dibásico (Anhidro) 80.00 

Otros co1npucstos 1ug/I 

D-Glucosa 2000.00 

Glutatión reducido 01.00 

llEPES 5CJS8.00 

Forn1a de prepararse: en 9501111 de agua bidcstiladn se diluyen 10.39g de RPMI-1640 

(Sig111.a. USA) .. se adicionan 2.0g de bicarbonato de sodio .. adcn1üs los antibióticos penicilina 

·- . .-.:.: ··.-. 
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G IOOu/ml y cstrcpton1icina IOOJ..Lg/n1l. Postcriortncntc se albrnn a un volun1en de 1 OOOn1l. 

ugitándosc hasta disolver. El medio se ajustan un pl-1 de 7.2-7.4 y se esteriliza con un filtro de 

rncmbrana de 0.22J..ll11 en presencia de C02 linalmcntc el RPMJ se almacena a 4ºC hasta el 

111n1cnto de su uso. 

APÉNDICE2 

Soluci{Jn un1orlÍJ!UUdnr11 de fnsfntns 

Esta solución se uso para 1nantcncr a las células en condiciones lisiológicus estables durante 

periodos cortos de tiempo. Ln capacidad an1onigundora es proporcionada por las sales de 

fosfatos. Los componentes químicos_ se <:Iiluycn en un yolumcn final 'de lO_OOml de agua 

bidcstilnda. 

Componentes 

Cloruro de magnesio 

Cloruro de calcio 

Cloruro de sodio 

Clon1ro de potasio 

Fosfato ácido de Sodio 

Fosfato diácido de Potasio 

¡: 

0.1 

0.1 

8.0 

0.2 

2.16 

0.2 

En la mayoría de las ocasiones se prescindió de Calcio y rvtagnesio, estas sales no son 

indispensables para la finalidad de este trabajo. Las restantes sales se diluyen en SOOmt de agua 

bidcstilada por agitación. Postcrionncntc se afora a un volumen final de IOOOntl y esta solución 

se ajusta a un pl-1 de 7 .2-7.4. La solución amortiguadora se esterilizó utilizando filtros de 

111cmbrana (Miliporc. USA) con un poro de 0.22µm. finalmente la solución se almacena a una 

temperatura de 4ºC hasta el n1omcnto de uso. 
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APÉNDICE3 

Versen o 

Generalmente esta solución se c111plca para disolver la tripsina y poder desprender a las células 

ndhcrcntcs. Sus co111poncntcs son los siguientes: 

Tris base 3.04g 

Cloruro de sodio 

Cloruro de potnsio 

Etilcn-dimnin-tctrn-ncético 

8.00g 

0.40g 

0.40g 

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua dcstitadn. el pH se ajusta a 7.7 con HCI y se 

afora a 1 OOOml. Esta solución se esteriliza por n1cdio de autoclave. 

APÉNDICE4 

Preparación del colorante cristal ''iolctn 

La solución de cristal violeta se prepara ni 0.1 % en una solución an1ortiguadora de ó.cido fórmico 

200n1M pH6; la cual consiste en agregar 3.96g de NnOI-1 y 4.281111 de ácido fórmico aforados a 

500ml con agua bidcstilada. Una vez preparada In solución de cristal violeta es filtrada y 

posteriormente usada.. 

TESIS 0011.r 
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Al'ltNDICE5 

Tripsinn ni O.OSo/o 

La trisina se utilizó para desprender a las células de Jos platos de cultivo y para In disgregación 

de tejido de cérvix. Esta se preparó disolviendo 0.025g de trisina (Sign1n USA) en 5001111 de 

vcrscno. todo en condiciones de esterilidad. 

Al'ENDICE6 

,'\.n1ilisis cshulistico 

Fihrobhístos 

Muestra FIP (pg/ml) 

¡1, o 

J..l;! 3 

¡t3 5 

¡t., 10 

J.l:'í 15 

p,, 20 

¡t7 30 

¡1. 40 

p., 50 

X= 0.3329 
r=9 
n = 27 

D.O. 

0.770 0.756 

0.642 0.594 

0.578 0.512 

0.41 0.48lJ 

0 . .147 0.345 

0.146 0.12 

0.109 0.129 

0.105 0.13-1 

0.088 0.14-1 

q, - 1.4031 
q, = 0.0702 

(Xn) 

0.614 0.692 

0.61 0.626 

0.472 0.525 

0.501 0.4555 

0.166 0.2065 

0.259 0.2025 

0.106 0.1075 

0.092 0.0985 

0.078 0.083 

V 0 - 44.97 
u =0.05 

rx.- xr L(X, 

x.>2 
0.1289 0.0163 

Ú.0859 0.0015 

0.0369 0.0058 

' '. Cl.015 0.0053 

fl.0159 0.0225 

'0.017 0.0132 

tl.0508 0.0005 

! 0.0549 0.0013 
! 

~-.0.0624 0.0038 

l'(V:5 e)= 0.95 
e= 2.51 

V.,> e por lo tanto existe diferencia signilicati\.'a entre 2 ornas pares de n1cdins 
f.11 = J..l~. J..lt .,.t:. J.lJ. J.lJ = J..L;. J.l.$-:#. J..15, p5 = p,, 
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Células llcLa 

Muestra Fil' (f1g/1111) o.o. (X.,) rx .. - xi- ;[(X, - x.,¡> 

fl1 o 1.219 1.082 1.26 1.2395 0.2837 0.0256 

J.l2 3 1.115 1.105 1.2 1.1575 0.203 0.0064 

J..l3 5 1.02 0.995 0.97 0.995 0.083 0.0013 

fl4 10 0.8(J(, 0.81 0.85 0.858 0.0228 0.0024 

J..l:'i 15 0,(192 0.688 0.556 0.624 0.0069 0.0133 

J..lt. 20 0.576 0.507 0.521 0.5485 0.0251 0.0032 

fl7 30 0.45 0.39 0.349 0.3995 0.0945 0.0052 

fl• 40 0.315 0.4 0.283 0.299 ¡ _ 0.1664 0.0107 

J..l•J 50 0.225 0.31 0.227 0.241 1 0.2171 0.0052 

X =0.7069 q, = 3.3075 v .. = 100.83 P(V,; e ) = 0.95 
r= 9 q, = 0 .. 0733 ex= 0.05 e =2.51 
n =27 
V 0 >e por lo tanto existe diferencia significativa entre 2 o n1as pan .. -s de inedias 
µ, = J.•2. J..t1 :;t: µ3 :;e J.4 :;e P!'i• µ!!> = J..'<• 

APENDICE 7 

Cun·a patrón para la cuantificación de proteínas 

Concentración 
de proteína o.o. 

y= 0.0162 X+ 0.0644 
R2 = 0.9932 

flg/ml 562nm 

1.875 0.074 

3.75 0.109 

6.25 0.164 

12.5 0.292 

25 0.505 

50 0.853 

0.9 
0.8 
0.7 
0.6 

g 0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 

o 
o 20 40 

Concentración 
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