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Rt:SUMEN 

Las células fibroblllticas presentan un crecimiento caracteristico. tanto in-vivo como 

in-vitro, ellas regulan su proliferación por medio de la inhibición por contacto. actualmente 

conocida como inhibición del crecimiento dependiente de la densidad. 

En este trabajo. se determinó que Jos fibroblastos de eérvix humano. regulan su 

prolif"craci6n a través de la secr-cción aJ medio de una molCcula con actividad inhíbidora de la 

prolif"eración. Esta molécula se ha denominado Factor lnhibidor de la Proliferación (FlP). 

Nuestros resultados establecen que dicha actividad inhibidora de la prolif"eración se 

incrementa cuando existe un mayor contacto entre las cClulas. estableciéndose un efecto 

denso dependiente 

La caracterización bioquímica parcial de este factor. ha revelado que se trata de una 

molécula de naturaleza proteica~ así mismo la separación por exclusión molecular en 

Scphacryl S-1 00 e lntercambiadorcs lonicos. han mostrado que presenta un peso molecular 

entre 20 y JO k.Da, y un punto isoeléctrico (pi) entre S.4 y 7.4 unidades de pH. además de 

que es eluida a bajas concentracione~ de cloruro de sodio (0.0IS-0. 12SM). lo que indica .su 

baja fuerza iónica. 

En cuanto a la actividad biológica. el FIP ha mostrado inhibir no sólo la proliferación 

de fibroblastos de cCrvix humano entre un 40 y 600/o. sino que también detiene la 

proliferación de dos líneas celulares tumorales provenientes de cinccr ccrvico-utcrino CaCu 

(CALO e fNBL) hasta en un 6()0/ ... 

Al comparar el FIP con los inhibidorcs mayonncntc caracterizados. se encontró que 

el TNFa.. la IL-1 fi y el IFN-,, tienen un efecto mitogénico sobre Jos fibroblastos de cérvix. 

mientras que para el caso del TGFP se presenta un ef"ecto inhibidor parecido al del MCF. Sin 

embargo. cuando se comparó el efecto del FlP con el del TGFP en Ja linea celular J\.1VILu. 

que es dependiente de TGFP, para su inhibición, el FJP no mostró efecto, mientras que el 

TGFP inhibió fucncmentc la proliferación de esta linea celular. Ademas de que el cf"ccto del 



TGFP sobre eClulas tumorales es mitogCnico. mientras que el efecto del FlP para estas 

mismas células es inhibidor. No obstante. cuando se rcali7..aron anilisis de 

lnmunoelcctrotransfercncia y Elisa no se detectó la presencia de las citocinas antes 

mencionadas. al menos en concentraciones mayores a 6 ng. lo que sugiere que el efecto 

inhibidor registrado en el MCF puede ser debido a alguna citocina diferente a las evaluadas o 

incluso a alguna molécula no caraclcri7.ada 

Las evaluaciones del ciclo celular de fibroblastos de cérvix. dcmucst.ran que estas 

células poseen un cic1o celular de aprox.imadamentc 56 horas, dentro de las cuales 16 

corresponden a la fase de sintcsis de ADN Finalmente se demuestra que el cf'Ccio inhibidor 

del FIP. es ejercido en el tiempo que comprende la fase Gt del ciclo celular de estos 

fibroblastos. 
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INTRODUCCION 

MARCO Tt:ORICO 

Los organismos están constituídos por células que se encuentran finamente 

organizadas fonnando parte de tejidos. órganos y sistemas. Tal organir.ación es mantenida 

por el equilibrio existente entre las cClulas que pierde el organismo y las que genera para 

r-ccstablecer la perdida de Cstas 

Este equilibrio esta dado por la tasa de divisiones celulares que se presentan dentro 

de una cCJula en panícular. de manera que en un mismo organismo podemos cncontnlf'" 

Ululas que se dividen a una velocidad muy alta (como sucede con las células epiteliales del 

tracto digestivo). muy lenta (como es el caso de las células hepáticas), o incluso células que 

nunca se dividen (neuronas) 

Actualmente se sabe que en la regulación de la división celular se cncucntflUl 

implicadas una serie de molCculas que pueden hacer que la cClula prolifere (efecto positivo o 

mitogénico). o que permanezca en un estado de quiescencia (negativo o inhibidol") Estas 

moléculas conocidas como l"eguladores del crecimiento circulan en los fluidos corporales. 

son pl"oducidas por tipos celulares especificas y pueden causar su efecto ya sea en la célula 

que lo produce (mecanismo autócrino), o en un tipo celular diferente al que produjo el 

regulador" del crecimiento (mecanismo parlicrino). 

~o ~- ~:~;.]. -:: .:;- -- · ·a·~ 
·----1 _,,_,,; -·~~-·-- -- -

Mecanismo parácnno 

Mecanismo aul6c:rino 



Un ejemplo de regulación del crecimcn10 entre difcren1cs 1ipos celulares ha sido 

observado entre las cClulas epiteliales y fibroblásticas de diferentes órganos. Las células 

epiteliall.~ son cClulas con un conlacto e_strecho entre si. que recubren todas las superlicics 

del organismo. las grandes cavidades y la superficie interna de Jos vasos sanguíneos y 

línt8.ticos. Los epitelios protegen el tejido contra el dai\o mecánico, la entrada de 

microorganismos y la pérdida de agua por evaporación, adcmfts de ser importantes en 

cuanto al sentido del tacto. ya que tienen tenninaciones nerviosas sensitivas. Sobre las 

superficies internas, la función del epitelio es mBs comUnmente de absorción o secreción ( 1) 

Los epitelios forman dentro del organismo un microambiente que companen con Jos 

fibroblastos, quienes junto con los macrófagos son los má.s imponantes constituyentes del 

sistema conectivo Los fibroblastos son células grandes. planas. ramificadas y de aspecto 

fusiforme. poseen prolongaciones ramificantes delgadas. presentan un nUcleo oval y 

alargado, y uno o dos nucleólos Cuando los fibroblastos panicipan activamente en Ja sintcis 

de proteinas. presentan abundante reticulo endopl&smico rugoso y de ellos depende la 

f'"onnación de fibras que constituyen el componente amorfo de la matriz cxtracclular. que 

sirve de sosten a otros grupos cClulares. como los epitelios (:?) 

Para conocer cómo estos dos tipos celulares regulan su proliferación. se han 

empicado técnicas de cultivo de tejidos u1 wtro. que pcnnitcn aislar. propagar y conservar 

diversos tipos celulares dc:ntro de medios nutritivos en condiciones de laboratorio. 

proporcionando asi una basta herramienta para comprender la estructura... función y 

regulación de un sinUmero de eventos que suceden dentro de una célula 

Los estudios realizados sobre la división celular han aponado información que 

permite establecer que las cdulas son capaces de responder a factores fisic:os (temperatura). 

quimicos (pl-f) y biológicos (hormonas), induciendo a la célula a que se divida o a que pare 

la división. Dentro de los factores biológicos existen factores denominados de crecimiento o 

moduladores biológicos de la división celular. cuya acción es regular la división. ya sea 

estimulándola o inhibiéndola. 
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A continuación se describen los ractorcs de crecimiento o moduladores biológicos 

más estudiados. con el fin de establecer el conocimiento actual sobre éstos y la importancia 

que tienen en el mecanismo que regula la división celular. 

INlllBIDORt:S DE LA PROLffERACION 

Las investigaciones realizadas sobre el mecanismo de división celular establee.en que 

la homeostasis celular y el delicado balance entre la pérdida y renovación de los tejidos, 

depende de dos modos ahemativos de cx.istcncia. la proliíeración y la quicsccncia celular. 

ambos eventos gobernados por molCculas endógenas, estimuladoras e inhibidoras, que por 

su naturaleza bioquimica y sitios de acción pueden cambiar a una c.Clula de un estado a otro 

(3). 

Hasta la década pasada. mucho se estudiaba sobre la eslructura y actividades de 

factores de crecimicnlo y sus reccptorcs de superficie, en Jos que se incluyen: honnonas, 

factores de crecimiento, factores de adhc:s.ión. matriz cxtracclula.r. etc, pero poco se conoce 

sobre los inhibidorcs de la proliferación endógenos que funcionan en la regulación negativa 

de la división celular ( 4) 

La existencia de estos inhibidorcs fue primeramente sugerida en investigaciones 

sobre cicatrización de heridas y carcinogéncsis, siendo muy lento el avance de esta área de 

investigación. debido H Jos problemas que presenta la purificación y caracterización 

molecular de los inhibidores (5) 

Los factores con activldad inhibidora de la proliferación reportados en la lilcratura 

provienen de tipos celulares cspccificos, presentan diferentes pesos moleculares, y la 

mayoría de ellos tienen una naturale7..a glicoproteica Adernils. la mayor parte de estos 

inhibidores tienen dominios hidrofóbicos o cstim asociados con elementos hidrofóbicos de 

membrana. hecho que aumenta la dificultad en su identii:cación y purificación (6). 

Actualmente se sabe que las cClulas son capaces de regular su proliferación a travCs 

de molCculas de naturRle.za glicoproteica de bajo peso molecular. que ellas mismas secretan 



(moléculas endógenas). Estas moléculas con actividad inhibidora de ta protifCJ"ación celular 

ejercen su acción de una manera autócrina o parácrina_ Se han reportado una cantidad 

significativa de dichas moléculas. sin embargo sólo algunas han sido purificadas y 

estudiadas a nivel molecular. Las moléculas o factores reportados con esta actividad y que 

han sido estudiadas a nivel molecular 50n la Jntcrleucina-1 beta (11...-1 P: del inglés 

lnterlcukin 1 P>. el Faclor de Crecimien10 Transf"ormantc Beta (TGFP: del inglés 

Transfonning <rrowth Factor). el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa.: del inglCs Tumor 

Necrosis Factor). el lntcñerón gama (IFNy del inglés lnreñcron) y recientemente la 

lntcrlcucina 2 (IL-2: del inglés Jnter-lcukin 2) No obstante los factores inhibidores de la 

prolife.-ación ya repoMados. aUn se siguen encontrando nuevas molCculas con estas 

caracteristicas Este hecho es de esperarse, ya que el e.ampo de estudio es relativamente 

reciente. y se espera que se llegará a estabk-ccr en lo f"uturo con los estudios moleculares 

respectivos. la existencia de familias que albCJ"guen a la ma.yoria de estas moléculas La 

descripción que se da a continuación de factores o moléculas con actividad inhibidora de la 

proliferación. está cnf"ocada primordialmente a las asociadas con las células fibroblásticas y 

epiteliales ya que este trabajo presenta corno modelo experimental ambos linajes celulares 

Factor d~ Crecimient1:1 Tran.iforrnante tipo p (T<iP/1} 

La actividad del TGFJ3 füe originalmente descubiena en el medio condicionado de 

células de ratón transíonnadas con el virus de Sarcoma F\.1urino de 1\.1olonc:y (7). en donde se 

encontró que el medio condicionado podia inducir adhesión al sustrato independientemente 

del crecimiento de las células blanco (8) 

La molécula consiste de dos cadenas idCnticas entrelazadas por puentes disulfüro. 

La masa molecular del hornodimcro es de :?5 kilodallones (kDa) y cada cadena está 

compuesta de 112 aminoácidos (9). El gene para el TGFtl se encuentra localizado en el 

cromosoma t 9 en humanos y en el cromosoma 7 de ratón.. es una molécula altamente 

conservada. en la que sólo un aminoácido distingue la fonna humana de Ja del ratón ( t O). 

ademas de saberse que la secuencia bovina es igual a la del humano. En 1987, se reportó la 
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existencia de tres fomULS del TGFP en el CCl"dO, las tres molécula!I son similares en peso, 

pero hay tipos básicos que difieren en su secuencia amino tenninal (S) 

La molécula del TGFP, inicia su camino de transducción de sci'\ales por medio de un 

receptor transmembranal con actividad ~na-trconina-cinasa que está compuesto de tres 

subunidades con pesos moleculares de 53, 70 a H5, y :?00 a 400 kDa La subunidad de 70 a 

85 kDa, fosforita al ligando de SJ kOa. para pc1stcrior-mcnte unirse al TGFJJ El receptor de 

200 a •oo kDa tiene la función de mediar el acc~ ligando-receptor ( 1 1) 

El TGFJJ tiene acciones d1..,ersas y efcctos opuestos dependiendo del tipo celular y 

condiciones microambientales, es capar. de regular la proliferación y diferenciación celular, 

produccion y degradación de matriz cxtracclular. ademas de estar involucrado en la 

respuesta inmune e inflamatoria ( 1 ::?) l...a molécula se ha mostrado como un fucnc 

inhibidor para la mayoria de los tipos celulares no transformados en mamiferos y el ef'ccto es 

más fuerte en células cpitehales, cndotclialcs. linfohcrnatopoyéticas y algunas células 

ncurocctodennales ( 1 J) En el desarrollo y desórdenes fibróticos el TGFJl puede promover 

la proliferación celular por un incremento en proteínas de matriz cxtracclular o factores de 

crecimiento y sus receptor~ 

El TGFP. ejerce ~u efecto inhibidor en la fase G 1 del ciclo celular. dicho ef'ecto puede 

reversible, aunque en cClulas como mioblastos induce diferenciación terminal y en 

algunas células puede inducir apoptosis ( 11) TGFP. es el prototipo de antimitógcno. y el 

mecanismo por el cual !nhibic la proliferación celular incluye modificaciones en moléculas 

como. complejos ciclina-cdk.. el inhibidor de ciclinas-CDK's p27 KIP. la protcina nuclear 

Rb. el AMPc, entre otros ( 14) 

lftlerferdn gama (IFNrJ 

Los intcrfcrones (IFN's), son elaborados por las células en respuesta a virus, 

antígeno~ o mitógcnos Inducen el 11amado estado antiviraJ 9 pero a partir de su 

descubrimiento por lssac y Lindcnmann en 1957, se les han atribuido otras funciones como 

factores inmunomoduladores. supresores de la proliferación y diferenciadores ( J S). 
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Debido a sus características. se les ha dividido en dos grand~ grupos· JFN"s tipo 1 

que comprenden 1as f"onnas a. y P y el 1FN tipo JI o intcrfcrón inmune. que comprende la 

Corma y. El IFNy es una molécula codificada por un sólo gene que para el humano se 

encuentra en el cromosoma 12. mientras que en el ratón se presenta en el cromosoma 16 

(16). 

El IFNy es sintetizado en respuesta a mitógenos. antigenos e IL-2. Es secretado por 

lirtrocitos y probablemente por macrófagos alveolares ( 1 S) Existen alrededor de 1000 

receptores para IFNy en cClulas normales )' un número mayor en células tumorales El 

receptor pesa alrededor de 90 kDa y une al IFNy como dímero. siendo un f'"actor especie 

especifico ( 1 7) 

Se ha observado que para ejercer su efecto, el IFNy necesita de la síntesis de 

proteinas. mientras que Jos IFN's ex y P no Su ruta de sci\ali.z.ación parece incluir proteinas 

G. Adenilato-ciclasa. AMPc, iones Ca ... proteinas cinasas Ce intercambios de Na' e 1-r 
(18). Las acciones del JFNy son controladas por- IFNcx que lo inhibe, mientras que el factor 

estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF). reduce los niveles de 

receptores para IFNy pero no afecta sus niveles de ARNm (19) 

Entre sus efectos se encuentran el incremento en la e:itpresión de moléculas del 

Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) Clase 1 y 11. incrementa la expresión de 

receptores para inmunoglohulinas G tipos 1 y 111 {FCR) en monocitos. macrófagos y 

polimorfonuclearcs, efectos que compane con los otros dos inteñc:rones, pero es mucho 

mas efectivo que ellos (18. 19) El IFNy media algunas respuestas a travCs de Ja inducción 

de los FCR. entre las que se encuentran incluidas la citotu:ocicidad celular dependiente de 

anticuerpo. fagocitosis. secreción de enzimas lisosomales. produccion del anión supcroxido 

(20) El IFNy estimula a las células NK en sus funciones, estimula a linfocitos T hacia la 

toxicidad. incrementa Ja producciOn de anticuerpos por linfocitos B. es activador de Jos 

macrófagos y controla su capacidad tumoricida '" WlV>, así como su capacidad defensiva 

contra patógenos como helmintos. protozoarios. bacterias. clamidias, etc. (15, 16. 17, 18). 
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El ef"ccto antiproliferativo del JFNy en células tumoraJcs parece estar mediado por 

linrotoxinas. aunque 5C piensa que sus mecanismos de inhibición pueden ser desencadenados 

a travCs de inducción de enzimas antivil'"aJes,, inducción de genes supresores. pero de f"unción 

y estructura drsconocida. modula los productos de oncogencs. regula la cx.prcsi6n de genes 

de ractores de crecimiento. ejerce una acclón directa sobre oncogcncs tumorales y aumenta 

las defensas del huCspcd (15. 16) 

El TNFcx.. ademas de las propiedades tipica.s de una citocina. es una proteina con 

actividad reguladora de la proliferación celular. cuya actividad estia dctcnninada por el tipo 

celular al que se liga y a la presencia de otras pl"otcinas reguladoras Puede ser un 

importante mediador inflamatorio. regulando la actividad de ncuuófilos, cosinófilos. 

linf"ocitos T y B y modulando las propiedades del endotelio vascular (2 1) 

Tanto el gene del TNFa. como el de la linf"otoxina (L T), se cnCllcntl"an dentro de la 

región del MHC en el brazo cono del cromosoma 6 (22) 

El TNFa pl"escnta actividad biológica cuando se presenta como un trimcro con 

subunidadcs de 17 kDa. pero éste es primeramente es producido en la célula como un 

propéptido de 26 kDa que se encuentra en la membrana celular donde es biológicamente 

activo. La estructura de esta protcina es parecida a la de algunas otras que son cortadas 

para dar la ronna de 17 k.Da cxtracelular (23). 

~ L T y el TN"F son antigénicamente distintos, pero muestran un 30"'/o de homologia 

en su secuencia aminoacidica en la misma pol"ción del receptor. El TNF y la L T no son 

únicamente inducidos por endotox:inas. sino por una variedad de otl"os estímulos incluyendo 

promotol"eS tumorales, ,;rns. y mitógenos, pel"o su pl"oducción puede ser estimulada por 

otras citocinas como el IFNy. la IL-1 y los facton:s estimuladores de colonias (CSF) (24). 

El TNFa. ejerce ""° actividad citotóxica mediante la unión a un receptor especifico de 

superficie celular que comparte con L T; este l"cceptor existe con caracteristica.s de baja y 

alta afinidad en !"elación de 1 O a l (24. 25). Poco se sabe de las vias de uansducción de la 
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scftaJes para este f'actor. sin embargo, algunos estudios involucran a una protefna cinasa c. 
posiblemente por una fosfbrilación directa del receptor (26). 

El TNFa puede estimular la proliferación de varias lineas fibroblásticas diploides 

humana.5 y algunas lineas celulares tumorales (24). Esta acción es sincrgistica con el Factor 

de Crecimiento EpidennaJ (EGF). el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) 

e Insulina (27) 

Paradójicamente el TNFa, es una potente citoto"ina para algunas células cuando 

éstas han sido metabólica.mente comprometidas por inhibidores de ARN o de sfntesis de 

protcinas o vinis. Es tambiCn tóx:ico para algunas células transf'ormadas y podría suprimir la 

f'onnación de colonias de algunas células hernatopoyéticas nonnales. tanto de humano como 

de ratón¡,, ''llro (28) 

Algunas lineas celulares epiteliales humanas son resistentes a la acción citotó"ica del 

TNF. La capacidad del TNFa. para ser mitogCnico. citosuitico o citotó"ico o inhibidor es 

además dependiente de una serie compleja de eventos cx.tracclulares e intracelulares (29). 

La IL· I. es una glicoproteina de 17 5 kDa. de la cual existen dos f'ormas. la 

interleucina 1 alfa (JL.Ja.) que tiene un punto isoeléctrico (pi) de 5. e interleucina 1 beta 

(JL-J fl) con pi de 7. Las dos formas de IL· 1 son pi-oductos de genes dif'ei-entcs. que pai-a el 

humano se encuentran en el cromosoma 2 (30) Algunos de los nombres con los que fué 

conocida la IL-1 son· Mediado.- Endógeno de Leucocitos, Factor de Células 

Mononuclcares. Catabolina. Factor Activador de Ostcoclastos, 1 Jemopoyetina., etc (31) 

Se conocen dos .-eceptoi-es para la IL·I, denominados como IL-IRJ e IL-IRII. El 

receptor tipo l es miembro de Ja supcrfamilia de las lgG. con una vida media de 12 horas. 

Se encuentra en fib.-oblastos, que.-atinocitos, endotelio. células sinoviales. condrocitos. 

hepatocitos, células T Cn4·. pero no cos· y monocitos (32) La IL-1 unida a este .-cceptor 

se intcrnaliza en Jos primeros cinco minutos en un 60 a 70 ª/ó y se encuentra en el nücleo 

dos horas después. El receptor tipo 11 se localiz.a en cClulas y lineas de células B 
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transfonnadas asl como en ncutrófilos y Ululas de médula ósea. Con un peso de 68 kD~ su 

región cxtracclular presenta sólo un 28% de homotogia con el receptor 1 (33). Este rcocptor 

es pobremente intcrnalizado y al cabo de 2 o 3 horas su ligando es localizado en el núcleo. 

Aunque se dice que ambos receptores pueden unir las dos formas de IL-1 de igual rnancr~ 

hay evidencia que indica que dependiendo del lipo celular y especie animal. se presentan 

diferentes sitios de unión y preferencias (30) 

Respecto a la tran5-ducción de sci'\ales. existen repones contradictorios. Mizcl y 

colaboradores ( 1990) indican una proteina enlazadora de GTP. ademas del Alvf Pc y la 

protcina cinasa A~ O Netl y colaboradores (1990) establecen que no han detectado cambios 

en los elementos antes mencionados. aunque si han registrado cambios en las 

concentraciones de Na• e H ·• y la participación de una protcina G. pero poco sensible a la 

tóxina de Pertu~sis (J4, JS) 

La IL-1 estimula la proliferación de fibroblastos, células musculares. queratinocitos.. 

cClulas mes.angiales, cClulas g.lialcs, linfocitos T y B. asi como precursores hcmatopoyCticos: 

actUa como un f"actor quimiot8ctico de células T y D. incrementa la citotox cidad de 

macrófagos y activa a linfocitos T y B. induce la sintcsis de colagcnasa. la resorción de 

hueso, la producción de prostaglandina E2 (PGE2) en fibroblastos. macrófagos y células 

cndotclialcs, induce acfr1o:idad procoagulanle y la adhesividad de células endotetia1cs, e 

induce ta producción de IL-1, tL-2. JL-3, TNF e IFNy (33, 35) En cuanto al efecto 

inhibidor, la IL-1 P ha mostrado detener la proliferación de miocitos y fibroblastos 

cardiacos. además de su ya 1"eportado efecto inhibidor en cClulas transformadas de músculo 

lis.o Y aMrocitos (]ó) T..tmbien se le ha reportado que inhibe la proliferación de células 

tumor-alcs provenientes de cáncer ovirico (37). 
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Sla/oglicop~pdJo llflrlbidor (CeRe.S-18) 

La molécula CcRcS· 18. está compuesta por una cadena polipeptidica de 18 k.D~ con 

un pi de 3.0 (38). Más del l~ de la masa de esta molécula está eompuesta por 

carbohidratos. La desglicosilaci6n de la molécula con bromuro de hidrógeno. no altera su 

actividad inhibidora. 

El CeRcS-18, se ha mostrado como un potente inhibidor de la síntesis de proteínas Y 

la división celular (39) Para ejercer su actividad biológica se une a un receptor de superficie 

cc.J:ular. con un peso molecular de 1 50 kDa. que se presenta como un componente integral 

de membrana Para el e.aso de los fibrobla!ilos Swiss 3T3 ha mostrado lencr entre 2x to• 
receptores y el nümero de receptores ocupados. se correlaciona pcñcctamente bien con Ja 

inhibición de la sinlcsis de pro1einas celulares (40). 

Este inhibidor ha mostrado también detener el ciclo celular de dichos fibroblastos en 

la f"asc G 1, en un punto cercano al punto de restricción (41 ). CcReS-18 ha mostrado ser un 

potente an1agonista de Ja acción mitogCnica, ya que puede inhibir la sinteis de AON de 

independiente de Ja estimulación el promotor de tumor 12-0-

tetradccanoilforbol-IJ-acctato (TPA). el EGF y la bombesina {42). 

En cuanto a la transducción de sci'lales el CeReS-18 aumenta considerable en el nivel 

de calcio, pero no inhibe la expresión de genes como c-fos. c-myc y c-,..as (43) Una 

propiedad inusual de CcRcS-18, que lo distingue de otros inhibidorcs. es su amplio ,..ango de 

acción, ejerciendo su efecto tanto en cCtulas de vertebrados como invcrteb,..ados. pero 

especialmente tiene efecto en cultivos de fibroblastos y células epiteliales, asi como muchas 

cClulas transformadas y no t,..ansfomiadas, emre las que se encuentran queratinocitos. 

endotelio. cClulas embriónicas. neuroblastomas, fibrosarcomas, g.lioblastomas. leucemias 

mieloides, con excepción de Ja linea cCJuar llL60 (44) Existe intcrcsanterncnte una relación 

de la inhibición del ciclo celular con la presencia de Ja proteína Rb en un estado 

hipofosíorilado, observando que las lineas celulares que presentan Rb hipoíosforilada son 

detenidas por Cc:RcS-18. mientras que las cClulas donde Rb se encuentr-a en un estado 

hiperfosforilada. mutada o ausente. se mantienen proliferando (45) 
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l11A/.6/dor del c.·red,,,;rnlt1 d~ Célu/03 "lamarla.T (lllDGI) 

El inhibidor de la proliferación MDGI fue inicialmente aislado de células de 

carcinoma. mamario de Ehrlich_ Presenra una naturaleza proteica con un peso molecular de 

13 kDa y se ha mostrado sensible a Ja rempctatura (14). 

El J\.fDGI aparece asociado pero no limitado a las membranas de superficie celular. 

obteniéndose acrualmc-nte de homogenados de membranas Presenta similitud estructural 

con el inhibidor de crecimiento de fibrohlastos. pero se ha demostrado que se trata de 

moléculas diferentes. pero relacionadas (46) 

El mecanismo por el cual el MI>GI detiene el ciclo celular no ha sido establec::ido. 

peto su acción inhibidora disminuye en prescrn::ia de EGF o insulina. TambiCn se ha sugerido 

que el inhibidor es una protcina acarreadora de Jipidos. lo que lo propone como un 

candidato en Ja comunicación de Ja superficie celular y el núcleo (6) 

El BCSG es um1 molécula que iniciaJmenrc se purificó de la cone.z.a cerebral de 

ratón. por hidrólisis proteolitic.a suave. el cuaJ inhibió la sinrcsis de proteinas y Ja división 

celular cuando rue adicionado a cultivos exponenciales de células proccdenres de rir'lón de 

ratón BHK-21 (47) Cuando la acrivldad inhibidora se separó por filrración en gel. se 

demostró que el inhibidnr eJuye en dos fracciones. que conesponden a pesos moleculare5 de 

25-30 y 6-JO kDa. Ja composición de c.a.rbohidraros muestra que tanto la fracción de alto y 

bajo peso molecular están compuestas de aprmurnadamcnte el 6~á de carbohidraros (48) 

Aunque la sinres1.,. de proteínas fue rotalmente inhibida por el DCSG. Ja síntesis de 

ARNm no parece estar influenciada. Jo que sugiere que el punto de acción del IlCSG está 

asociado primeramente con la traducción y no con Ja rran~ripción (49) 

EJ BCSG ha mostrado inhjbir cullivos de fibroblastos embrionarios de ratón y 

suspensiones celulares de cerebro neonatal. mientras que las lineas de ratón transf"ormadas 

fueron resistentes. o completamente refractarias al cfocto inhibidor. Esra resistencia puede 
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ser debida a las enzimas hidroliticas secretadas por las células transformadas. como un 

mecanismo para inactivar la acción inhibidora del BCSG (6). 

La 1nter1cucina 2 ~ una citocina caractcñzada inicialmente de células Jurkat y una 

linea lcucémica de cClulas T. Es una glicoproteina con un peso molecular entre 1 5 y 18 

kD~ que muestra una composición homogénea de 133 aminoácidos. aunque existen 

variantes en su glicosilación, lo que le confiere la variación en el peso molecular y punto 

isoelCctrico, que va de 6 6 a 8 2 (50). 

La IL-2 es producida principalmente por linfocitos T citot6x.icos~ es un potente 

regulador dela prolifeaci6n de las células T, y su actividad al"ccta la proliferación y 

diferenciación de células B, cClulas naturales asesinas (NK), así como de algunas células no 

tinf'"oides {51) 

Estudios recientes han dcmo!i.trado que los fibroblastos humanos expresan receptores 

para IL-2 en su membrana y esta expresión disminuye durante el envejecimiento de las 

cClulas. También, se ha demostrado que la 1 L-2 es capaz de disminuir de una manera dosis 

dependiente la proliferación de fibroblastos embrionarios 3T3 y de una linea celular de 

linfoma B (52) 

La contactinhibina ha sido caracterizada como una glicoproteina de membrana 

plasmit.tica de 60 a 70 kDa. que puede jugar un papel importante en la inhibición del 

crecimiento dependiente de la densidad 

Esta molécula ha mostrado inhibir la sintesis de ADN hasta en un 7So/o de una 

manera depedicnte de la dosis y ha mostrado reducir el número celular hasta en un 60°/o. 

cuando las células son incubadas con el inhibidor por tres dias (53) 

l4 



La molécula tiene un pi de S.S a 6.2. que es c1 intervalo en que ha mostr-ado una 

fucne actividad inhibidor-a. l..os ami.lisis cJcctr-ofor-Cticos sugieren que se trata de una cadena 

polipcptfdica simple. y además se han registrado cinco especies difcr-cntes de contactinhibina 

las cuales difitt~ principalmente en su grado de glicosilación (54). 

La actividad biológica no ha sido restringida a fibroblastos humanos. ya que tambiCn 

los fibroblastos de natón rcspc1ndcn a dicho efecto inhibidor-~ sin embargo. existen varias 

lineas celulares tr-ansf""onnadH. que son inscnciblcs a la inhibición de la pr-olifcradón por 

contactinhibina (53) 

Glicopq.dttl.o ú SMpn:fici#• e,,.,,.,* c.;~bro d~ llot•i,.o (RC-.G-Rnvinn) 

Este inhibidor- presenta importantes propiedades biológicas similares a las del BCSG 

y se ha encontrado bajo condiciones reductor-as, con un peso molecular entre t 6 y 18 k.Da. 

La molécula posee un pi de 8 1 y probablemente existe una variante estructur-al con pi de 

8.3 (38) Esta molécula ha mostr-ado inhibir la sintcsis de pr-oteinas y la pr-olif"cr-ación celular 

de una manen reversible y no tóxica. actuando sobre la fase G2 del ciclo celular de la linea 

celular BHK-21 y cClulas ováric.a..s de ha.m.ster. por lo que no se consider-a un inhibidor 

candidato a la regulación del crecimiento dependiente de la densidad (55) 

Las molCculas conocidas como IGF·s. constituyen un grupo de molCculas 

multifuncionaJes que regulan no sólo el t..-a.nsportc a través de la sangre y su entrada a los 

espacios cxtravascularc:ii.. sino también la presentación de receptor-es de superficie. Hay seis 

isofonnas de los IGF"s denominadas JGF-BP-1 al 6, y de ellas. las f"ormas 3. 4. y 5 son 

secr-ctadas por fibr-oblastos (56) En general eslas moléculas tienen un efecto rever-sibte y 

resistente a la tcmpcr-atura. lo que sugiere que estos factores inhibidor-es del crecimiento 

pueden ser pCplidos. glicopéptidos o glicolipidos. aunque la naturaleza química exacta de 

estos inhibidores no se ha determinado 



En el caso particular de la IGFDP-3. que presenta un peso molecular de 4S kOa,. se 

sabe que es producida por célula.." endotelin.les. fibroblastos, ostcoblastos. asi como lineas 

tumorales derivadas de mama y próstata Esta molécula ha mostrado inhibir la proliferación 

de fibroblastos embrionarios de ratón (57) y de pollo. así como el Cl'"ccimicnto de 

fibroblastos de ratón Balb-c independien1emente de la inducción con factores de crecimiento 

como FGF y PDGF (S6) 

La molCcula IGFDP-4 ha sido purificada de medio condicionado de la línea celular 

de carcinoma de cólon HT29. en donde tiene un efecto inhibidor (SS). En cuanto a la 

IGFBP-S ha mostrado inhibir el crecimiento de fibroblastos humanos transronnados con el 

virus de simio SV 40 (59) Las tres moléculas antes mencionadas. tienen una cxp,.csión 

diferencial. y un ef'ecto variable en tibroblastos de mUsculo de l'"atón, pero todas conservan 

su naturaleza inhibidora (56) 

El FGR es un f'actor inhibidor de la pl'"oliferación. aislado de medio condicionado 

proveniente de cultivos de alta densidad celular de fibroblastos 3T3 El factor consiste en un 

polipéptido estable al Dcido, con un peso molecular de 13 k.Da (3) Es capaz de inhibir de 

manera l'"eversible y dosis dependiente la prolif"eración de los fibroblastos 3T3. por lo que se 

ha propuesto como una molecula autócrina. que juega un papel fundamental en Ja 

regulación del crecimiento de dicha linea celular (5) 

lnJ.ihidor d~ la Prv.1/ifteración llepdlica 

EJ lnhibidor de la Proliferación flcpática es una molécula purificada de hígado de 

Tata que migra como un polipCplido de :?6 k.Da bajo condiciones l'"cductoras. Presenta un pi 

de 4 65 y ha mostrado inhibir reversiblcmente Ja proliferación celular y la síntesis de ADN en 

células epiteliles normales de hígado de rata. aunque no presenta efecto sobre células 

transfomadas de higado o cClulas de hcpatomas en cultivo (J) 
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El EGI es una molC.Cula ob1cnida de plaquetal'l humanas. capaz de inhibir el 

crccimicnlo de cc!:fulas no malignas de epilclio derivado de higado de rala búfalo Presenta 

un peso molecular de 27 kDa. y esta compuesto de dos unidades de peso idéntico. es una 

molécula estable al calor. pero sensible a ditiotrcitol (DTT) Jla mostrado la capacidad de 

inhibir difcnmte5 lineas celulares de origen epitelial ( 60) 

Además de las moli-culas inhihidoras ames mencionadas. existen algunas otTas 

reportadas en la literatura que son capaces de detener la prollícración de células 

tibroblásticas humanas. pero cuya caracterización bioquímica ha sido muy lenta. entre ellas 

se encuentra una molécula inhibidora la cual es producida por fibroblastos embrionarios de 

pulmón nonnaJ humano. que es capaz de reducir la sintesis de ADN (b 1) Esta molécula es 

un glicopéptido con un peso molecular de 1 8 kDa cuya actividad inhibidora de Ja 

prolif"eración ha sido asociada con su composición de u.Ucar (62) 

Otra molCcula inh1bidora ha sido aislada de higado de rata adulta, esta molécula es 

sensible al icido y la temperatura. presenta un peso molecular de 3 7 kDa. y es capaz de 

detener en la f"a..o¡.e G 1 del ciclo celular de tibroblastos de hi~ado de hamstcr de una manera 

dosis dependiente ( 63) 
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CICLO CELULAR 

La división celular es el mecanismo fündamentnl por el cual todos los organismos 

vivos se duplican En organismos unicelulares como bacterias, cada división celular produce 

un individuo u organismo adicional y en especies multicclularcs, un gran número de 

divisiones son requeridas para crear un nuevo individuo, de tal manera que en un organismo 

adulto, la división celular es necesaria para recmpla:r.ar las células que son perdidas por 

accidentes, destrucción y muerte celular programada. gcncrilndosc millones de nuevas 

cClulas cada s,cgundo, sólamentc para mantener el ."itatu."i quo 

Este fenómeno, implica que un organismo para poder!'>C replicar requiere de una serie 

de C"'Cntos celulares que le pcnniian generar a un nuevo individuo, en estos eventos se 

incluye la duplicación del material genético y de todos tos organclos celulares. hecho que 

permite a un organismo replicarse muchas veces desarrolJando una actividad de división 

ciclica. Este ciclo celular que comprende todas las reacciones que se deben llevar a cabo 

para la gencl"ación de un nuevo organismo o individuo se rcali7...an en diferentes f'ascs_ 

Los detalles del ciclo celular pueden variar de un tipo celular a otr-o, pero ciertos 

requerimientos son universales. Primero. la célula debe prepararse para generar dos células 

hijas con caractcristicas genéticamente idénticas y segundo, el pl"oceso de división celular 

debe ir acompai\ado de la duplicación de todos sus organelos citoplasmáticos (64) 

La mayor parte del trabajo necc!Wlrio parn la preparación de la división celular. se 

produce de una manera imperceptible al microscopio durante la íasc del ciclo celular 

denominada ··1ntrrf°asr'". por lo que resulta dificil establecer fases estrictas en la progresión 

de la célula en crecimiento durante la interfase Una exccpcion importante la constituye la 

síntesis de ADN. en donde el material genético nuclear se r-cplica constituyendo una etapa 

muy especifica de la interfase 11amada fase de "Sintrsis dr ADN•· (fase S) La otra f'asc 

concreta del ciclo es la división celular, que incluye la división nuclear (cariocinesis) y la 

división citoplasmática (citocincsis), que se produce a continuación La cariocinesis y la 

citocincsis en conjunto, reciben el nombre de "'!\lirosis- (fase f\.1) Quedan por lo tanto el 

periodo comprendido entre la fase f\.1 y el comienzo de la sinteis de ADN. que recibe el 

nombre de G1 (del inglCs Gap. separación), y el periodo comprendido entre el final de la 
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síntesis de ADN y ta fase M siguiente. que recibe el nombre de fase C2. Por consiguiente. la 

intcrf"asc está conlpucsta por sucesivas fases Ch S y ~ y normalmente abarca un 9()0/o o 

más del tiempo total del ciclo celular (65). 

EJ¡quem.'l del ciclo 
cir:lular, en donde se 
observa la inlcrfasc 
<que comprende las 
fa5CS G 1. S y G2). asl 
oo"'° el rnornenlo de 
la divts.i6n cclul41'. 

La duración del ciclo celular. varia grandemente de un tipo celular a otro. por 

ejemplo. las células nen-los.as, las fibras de mUsculo esquelético y los eritrocitos, 

generalmente no se dividen dcspucs de alcan.r,ar la madurez. aunque siguen sintetizando 

ARN y proteinas a lo largo de su vida. mientras que otros tipos celulares como las células 

sanguíneas, epiteliales. cndoteliales, células del tejido conjuntivo. etc, se dividen rápida y 

continuamente a lo largo de la .. ·ida de un organismo La principal diferencia entre las células 

que se dividen rápidamente y las que se di .. -iden con lentitud. reside en el tiempo que pasan 

en la fa.se G 1 del ciclo celular. pudiendo permanecer en este estado dias e incluso ai\os (66) 

Generalmente cuando las cClulas sc encuentran en estado quiescente en el que no 

proliferan (fase Gu), el contenido de ADN celular pennanece sin modificación. el tatn.ai\o 

celular disminuye, y las proteinas y ARN son degradadas ritpidamcntc y no son 

resinteli7.adas con prontidud, además que las actividades en;jm3ticas y de transporte 
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disminuyen. Es1as carac1erisilcas hacen una notable dis1inción entre las fases Go y 01 del 

ciclo celular. 

La fase G 1• comprendida entre la mitosis y la sinresis de ADN. incluye una 

importante serie de eventos en los que la mayoria de Jos f'actores mitogénicos e inhibidorcs 

de crecimiento pueden ejercer sus efectos. en es1a f'asc las células requieren un metabolismo 

extra. y por ello algunos au1orcs la han RJbdividido en cuatro sobrases que se describen a 

continuación 

La primera subfase. denominada de ComJH'frnr-ia (C). está caracteriz.ada por 

cambios en la estructura de la cromatina. incrCTnCnlo en el transpone y nutrien1es a través de 

la membrana. asi como la produccion de nuevo ARNm La siguen1c. es la subfasc de 

Enl.-.d• (C ,.). en ella se lleva a cabo la sintcsis de algunas nuevas macrornoléculas 

(prorcinas y ácidos nucleicos), as1 como el incremcnlo de enzimas glicoliticas y polisomas. 

La subfase de Proa:~ión (G 11.,, se caracteriza por una elevada sintcsis de proleinas. por lo 

que muestra una alta sensibilidad a inhibidorcs o eslimuladores de la misma (67). esta 

subfasc de Gi. lambién es conocida como Punto dr Rrstriccion (R) .. y sólo puede tcnninar 

si :se logra acumular una minima cantidad esencial de una cierta proleina de disparo 

(denominada lambien proteína U. del inglés -unstablc protcin"), esta proteína hipotCtica. 

sólo alcanzará una concentración elevada cuando se sinretiza con rela1iva rapidez. y su 

concentración disminuirfl bruscamente durante la fase de mitosis (65) Cuando la célula ha 

logrado cruzar el punto R~ entra a la Ultima rase de G 1 (G 1,.,,. o Ensarnhlajr, en donde se da 

un movimiento de enzjmas dentro del nUclco y su organización dentro de un complejo que 

cataJiza Ja síntesis que !'a.e requerirá dentro de poco tiempo (67). 
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CRECl?\-flENTO TU?\-tORAI ... Y CaCu 

El crecimiento celular. está regulado po.- pnx:csos que responden a las necesidades 

del cuerpo. En un o..-ganismo joven o en desarrollo la multiplicación celular excede la 

muerte. pero en un o..-ganismo adulto los p..-occsos de nacimiento y muerte celular se 

produe-cn de una manera balanceada. para mantencl'" un equilibrio que permitan n1antcner el 

staru.v quo del individuo Para algunos tipos eelula..-es humanos. la tasa de renovación es 

rápida. como sucede en el caso de las cClulas intestina.les y ciertos tipos de cClulas 

sanguineas (globulos blancos). cuya vida media es de pocos dias. antes de ser reemplazadas 

En contraste. existe ot..-o grupo de células sanguineas como los globulos ..-ojos que tienen 

aproximadamente una vida media de 100 dias. e incluso existen cClulas que tienen un 

número minimo de divisiones (c.Clulas hepáticas y/o muscula..-es). o que no r.e dividen durante 

toda la vida del organismo. como sucede con las cdulas nerviosas (68) 

l\.1uy ocasionalmente el estricto mecanismo que regula la multiplicación celular se 

l'"Ompe. y llega a genc..-a..- un c..-ccirniento nulo o desmedido de las células. aún cuando el 

organismo no lo ..-cquicra 

Una manifestación del c..-ccimicnto desmedido sucede en el caso del cáncer Las 

eé1ulas cancerosas p..-csentan diversas propiedades que las hacen peligrosas para el huCsped~ 

incluyen a menudo la capacidad de invadír otros tejidos y de inducil'" la vasculariz.ación 

capital'" (69) Sin embargo. uno de los rasgos caracte..-isticos de las célula cancc..-osas estriba 

en que responden <le manc..-a ano..-ntal a los mecanismos de control que regulan la división de 

las células normales y continúan di>..;diCndosc de una forma incontrolada dai\ando el órgano 

invadido o inclusive p..-ovocando la muene del hueped 

Las cClulas cancerosas cominúan dividiCndosc en cultivo. más all.B del punto en que 

las células normales se detienen poi'" inhibición po..- contacto. proliferando y encimándose 

incluso cuando ya no pueden extenderse M>hl'"e la superficie de la placa de cultivo (65). A 

dif'erencia de las células nom1alcs. las células tuntorales rcquircn de menos concentraciones 

de f"actorcs cstimulado..-cs de la proliferación. generalmente propo..-cionados por el suero 

(69). e incluso se ha reportado que estas células son capaces de p..-oducir sus propios 

factores mitogénicos y garantiza..- con ello su sobrc ... ;vencia (4) 
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Las células cancerosas son cla sHicadas clínicamente. dependiendo del órgano en que 

tienen su origen o del tejido del cual son derivadas AJ mismo tiempo existen dif'crcntcs 

grados de transfbrmación celular en un mismo citnccr. como sucede con el Cáncer Cérvico

Utcrino (CaCu) 

El CaCu, es uno de los canceres de mayor incidencia y es Ja principal causa de 

muerte enrre las enfermedades neoplá.s.icas de mujCf"es mexicanas. Los tumorC3 de cCrvbc se 

desarrollan a partir de prc .. -cursores preinvasivos que pueden existir por varios a.ilos sin 

generar algUn sitoma que pcm1ira detectar su presencia (asinronl&tico) Las anonnalidades 

tempranas del cérvi"l conocidas como Neoplasia IntraepitcliaJ Cervical (NIC). se 

diagnostican gcncraln:cntc en mujeres de entre 30 y 40 af\os de edad y para que un NIC 

evolucione a CaCu se requirc de un periodo de entre 5 y 1 O a/los 

Los carcinomas (origen epitelial) tienen una alta capacidad de disemirutrsc y para que 

esto suceda se requiren 1 O años para que las células transformadas penetren en la membrana 

basal e invadan otros tejidos. una vez ocurrido esto. es probable que fa paciente muera entre 

los 2 y S afias siguientes (70) 

La etiologia del CaCu. es desconocida. pero estudios epidemiológicos muestran que 

el riesgo de cáncer ccl"YlcaJ está fuertemente asociado con el inicio de Ja actividad sexual a 

edad letnprana de la nn1j~r. con el número de compaileros sexuales y por la aha muhiparidad 

(71) 

Otros factores de nesgo incluyen compuestos del tabaco. que han sido encontrados 

en la mucosa ccrv-icaJ. t:I uso de anticonceptivos orales y depresores del si!Uema inmune, así 

como dietas bajas en carótenos y vitaminas C y A (72) El CaCu está directamente 

asociado con Ja iníeccion por el Virus del Papiloma Humano (HPV: del inglés Human 

Papilloma Virus), que fonna pane de una amplia familia rle- virus que induce tumurc-5 

epiteliales y fibroepilclialcs El tipo de lesión causada difiere entre Jos tipos de virus. por 

ejemplo el HPV 1 es el responsable de papilomas planlares, mientras que el HPV6 causa 

lesiones benignas de laringe 

En el caso del CaCu los J lPV 1ipos 16 y 18 se han calalogado como agentes causales 

y sus ADNs han sido dcrectados en un 90"'/o de fas biópsias (73). 
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PLANTEAMIENTO Dt:L PROllLEMA 

En el mecanismo de regulación de la proliferación celular intervienen un variado 

número de elCTTientos que llevan a la cClula a un estado de división o de quicsccncia Dentro 

de estos elementos reguladores se encuentran factores fisicos (tcmpcr-atura. humedad) .. 

químicos (pH. concentración de iones) y biológicos (moléculas producidas por las propias 

células y que tienen efecto aut6crino y/o parácrino). que integrados bajo ciertas condiciones 

y en un determinado microambicntc dan a las células las condiciones pl"opicias para su 

f"cgulación. 

En el caS<.., particular de las cClulas epiteliales y fibroblli.stíca. ... estirpes celulares que 

se cncucnuan en casi todos los órganos y que guardan una estrecha interrelación,, se pensaba 

que el proceso de su división celular er-a Unicamente detenido cuando la membr-ana 

plasmática de una célula tenia contacto con la mcmbr-ana de otra por un evento conocido 

como inhibición del cr-ccimicmo dependiente de la densidad 

Investigaciones rccicnles han mostl'"ado que la inhibición de la pr-oliferación no sólo 

está r-elacionada con la densidad celular-. sino que tambiCn pr-cscnta r-elacíón con la sccr-eción 

de modulador-es biológico" (m1tógcnos e inhihidor-cs). de los cuales sólo algunos se 

encuentr-an conlpletan1entc carccterir..ados No ohstante la infonnación generada, aún no es 

claro cuáles y cuantos son los f"act<."l'"CS de cr-ecimicnto que inter..·iencn en la r-egulación de la 

división de estas dos estirpes celular-es y de qué manera cjcr-ccn su acción. por- lo que es 

necesario r-cali7..ar- estudios que aponen información al r-especto 

En base al hecho de ohscr-var- que los fibr-oblastos de cérvi" normal humano detienen 

su pr-olifcr-ación no ~lo por- inhibición por- contacto, sino tambiCn por- la secreción de un 

factor- con actividad inhibidor-a de la pr-otifcr-acíón pr-cscntc en el medio condicionado de 

estas cClulas, sur-ge la nt .. "Ccsidad de estudiar- dicha actividad inhibidor-a. con el objeto de 

aponar infor-n1ación que pcnnita dctcmiinar algunas de las caractcristicas bioquímicas del 

factor-. así como su acción en el ciclo celular- de estas cClulas La infonnación generada 

contribuir-á a entender- de una Conna más adc..acuada. el mecanismo de r-cgulación de la 

división celular de estas células 

24 



HIPÓTESIS. 

Es conocido que la división celular esta regulada por factores de reguladores de la 

prolcf"cración celular (mitógcnos e inhibidorcs). que son secretados por diferentes tipos de 

células., y cuya acción puede ser autócrina o parBcrina~ tambiCn se sabe que las células 

fibroblásticas y epiteliales son capaces de parar su división cuando han llegado a una fa5C de 

confluencia que les confiere un estado de quicscencia Se ha reportado a su vez. que 

fibroblastos provenientes de diversos órganos son capaces de SCCTetar f"actorcs proteicos con 

actividad inhibidorn de 1a proliferación. acth.-idad que que en la mayoria de los ca....os es 

ejercida en la fase G 1 del ciclo celular En ba.'ie a lo anterior. podría esperar~ que las 

células fibroblásticas provenientes de cérvix humano sean capaces de secretar 5U propio 

factor con actividad inhibidora de la división cuya actividad pueda ser autócrina o parácrina. 

y que al igual que los ir1hibidorcs ya descrilos en la litcralura ejerza su efecto en la fase G 1 

del ciclo celular. 



OB.JETIVOS GENERALES 

• Purificar parcialmente la actividad inhibidora de la prolifc,-aci6n (FIP) presente en el 
medio condicionado de cultivos de fibroblastos confluentes. provenientes de cervix 
humano. 

• Determinar si el FIP ejerce su acción en la fase G 1 del ciclo celular de fibroblastos 
provenientes de cérvix humano 

OB.JETIVOS PARTICULARES 

• Establecer cultivos confluentes de fibroblastos p..-ovcnicnles de cérvix humano y obtener 
el ~fcdio Condicionado (MCF) 

• Purificar parcialmente el Fac1or lnhibidor de la Proliferación (FIP) y detcnninar algunas 
de sus c.aractcristicas bioquimica.s básicas (Peso Molecular, Punto Jsocléctrico, Fuerza 
fónica) 

• Comparar la actividad inhibidora de la proliforación presente en el medio condicionado de 
Cuhivos de fib,.oblastos confluentes con Ja actividad o efecto que ejercen el lnteñe,-ón 
gama (IFNy). Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa). Factor de Crecimiento 
Transfonnante tipo beta (TGFp) o lnterleucina 1 beta (IL-JJ}) sobre fibroblastos en Case 
de crecimiento exponencial 

• Determinar mediante análisis de Elisa e lnmunoclectrotransf"ercncia si en el medio 
condicionado proveniente de cultivos de fibroblastos confluentes se detectan las citocinas 
anles mencionadas 

• Determinar el tiempo que dura el ciclo celular de fibroblastos de cCrvix. asi como la 
duración de la fase S 

• Establecer si el FIP actúa en la f"ase G 1 del ciclo celular de cClulas fibroblásticas 
proveniente:!> de cérvix humano. 

26 



METODO 

Obtención de fibrobl•stos nonn•ln •partir dr biopsi•s dr C"irwi& 

Los fibroblastos de cCr-..+'111. humano füC"ron obtenidos de biopsias de tejido de 

cérvix. de pacientes sometidas a histcrcctomia por causas diferentes a cáncer cérvico

utcrino (ca.si siempre miomatos.1s uterina) Una vez obtenida la pic7.a quirurgica. el 

fragmento de céf'vix fue transponadu en medio de cultivo RPMI al 200/o de suero fetal de 

bovino (SFB) a 4ºC. y se procesó durante las siguientes 2-J h 

El procesamiento consistió en fragmentar el tejido en trozos pcquci\os (5 mm) y 

depositarlo en un matrB.l'. crlcnmeycr- de 50 mi que contenía 15 mi de tripsina al O 05o/o en 

solución salina de vcrscno y un agitado..- magnetico El matraz se colocó en un bai\o con 

agua a 37"C y en agitación durante 1 :1t min DespuCs de c~tc tiempo. el sobrcnadantc se 

decantó en un embudo con malla y se colectó en un tubo cónico que contenia 1 mi de 

SFB. 

A continuación al tejido remanente. se le adicionan otros l 5 mi de tripsina al 

O 05º/• en ver-seno y se llevó a bai\o de agua a 3 7ºC en agitación constante por otros 1 5 

min. Al tCrmino de esh: tiempo, la suspensión celular contenida en el sobrenadantc fue 

filtrada a través de un embudo con malla y recolectada en un tubo cónico 

Los tubos que contenían los filtrados se centrifugaron a 500 g durante 5 min. 

Una vez ccntrif"ugado, !'.r:"' retiró el liquido sobrenadante mediante decantación y al botón 

celular resultante fue re<oospcndido en 5 mi de medio nutritivo RPM 1 suplementado con 

100/o de SFll La !>.u ... pcnsion celular fue sembrada en cajas de culti...-o de 5 mi 

(COSTAR) y mantenida en una incubadora Scicntific aJ 5~ o de C02 y una atmósfera de 

humedad a punto de rocio durante 24 h Al cabo de este tiempo se realizó un cambio de 

medio por medio nuevo (RP?\.1.1 al l~'D SFB), de manera que sólo pennanecieran en el 

cultivo las células adheridas Después de 5 a 7 dias se obtienen cultivos celulares de 

fibroblastos (mezclados con pocos epitelios), que son resembrados con la finalidad de 

obtener una población celular mas homogénea 
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La resicnibra se rca1i:.r.6 cuando las cajas de cultivo presentaron un número celular 

importante (aproximadamente el 700/. de saturación) A las cajas de cultivo se les retiró 

completamente el medio de cultivo y se les adicionaron 2 ml de tripsina al O 05°/a en 

vers.cno (para el caso de las cajas COSTAR de 5 mi) dej&ndotas en esta soluciOn por 3 

min en la incubadora Al cabo de e!ole tiempo la caja de cultivo fue observada en un 

microscopio invertido para a.....cgurarse que las cc:lutas estuvieran completamente 

desprendidas En seguida, con resuspcnsión vigorosa se completó la remoción de las 

células y la suspensión celular f"ue centrifugada a SOO g durante 5 min El botón celular 

fue rcsuspcndido en RPMI al 10"%• de SFB , para posterionnente distribuir las cclulas en 

concentraciones de :!O. 000 cC:lulas/caja A esta resiembra se le llama R 1 

tAt. siguiente resiembra (R2), se utilizo para ensayos de actividad biológica. 

cinCt.icas de proliferación o para obtención de medio condicionado Las celulas no se 

ctnplearon para ningún tipo de ensayo despues de la resiembra 3 (74. 75) 

Es importante mencionar que para verificar la normalidad de todas las biopsias 

obtenidas, en el Laboratorio de Diferenciación Celular y Cáncer se rcalizO un anillisis 

inmunocitoquimico. asi como determinación de cltoqucratina y desmogleina. a travCs de 

anticuerpos El analisis inmunocitoquimico mostró que las biopsias procesadas son 

nonna1cs al no presentar ninguna alteración en sus capas básales El an3.lisis de 

determinación de desmogleina y citoqueratina sugieren que 1as cdulas utili7.Adas en los 

cultivos no son epitelios, lo que nos hace pensar por exclusión. que se trata de fibroblastos 

Obtención de cié-lulas 1u1noralrs dC" CaCu CALO e INDL y dr la linea celular 

Mvtl..u. 

Las lineas celulares tumorales crioprcservadas CALO e INBL. provenientes de 

dos biopsias diferentes Je pacientes con cáncer cérvico-utcrino (76). asi como la linea 

epitelial de pulmón f'..1v l Lu se descongelaron y se hicieron crecer en en RPMl al 1 crv. de 

SFB. Las cClulas f"ucron mantenidas en condiciones de cultivo similares al de las células 

fibroblá.sticas y s.e utili7.aron para ensayos de actividad biolOgica cuando se encontraban 

en una f'asc de proliferación exponencial 
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Evaluac-ión dr la Prolifcració11 Cdular mc-di•ntc la c#cnka de Cristal Violrta 

El coloranh:• cnstal violct~ posee caractcris1ieas alcalinas. que le permite 

incorporarse a los nUcleos celulares El numero de nUclc:os tcftidos aumenta o disminuye 

conf"onne la proliícración ~fular se ve estimulada o inhibida (77) El ensayo se cvaJUo 

con un cuhivo conrrol que no rt."C1bc ningUn esrintulo. y se realizó de Ja siguiente manera 

Las ceJulas füeron fijadas con glu1auldch1do al 1. 1 ~-- durante 1 O mu'. para 

posteriormente ser lavadas con agua bidcstilada y secadas al aire A las placas secas se 

les agregó una !M..">lución de cristal ":iolcta al O Jº/o (hasta cubrir cornplctamcnre las 

células). rnanreniendosc en agitacion durante 1 O min Una veL concluido este liCTllpo las 

placas de cultivo se lavaron C"-hau-""tivamcnte con agua desioni.7.ada o bidestilada (de 

nu.nera que el coloranlc- no incorporado sea retirado). para posteriormente secarse aJ aire 

y a tempcralurd an1bientc A las cajas de cultÍ\.O se les ai'ladio acido acético al J~-4 (que 

remueve el colorante de los nUclt.-os celulares). dejando en agitación duranre :?O min. para 

finalmente leer la absorvancia a 590 nm 

Para conocer IJs concentraciones celulares. Jos valores obtenidos fueron 

extrapolados en una cun.·.:i patrón en donde se sembraron nUmcros celulares conocidos. 

de manera que Jos re-sull.ados pudieran ser c":aJuados en una regresión lineal También. 

los valores de absorvanda :!"e relacionaron con el cultivo concrol 

Cin#tic• die Prolif"r-n11ción 

Esta técnica se cr7iplcó para determinar el tiempo de doblaje de los fibroblastos de 

cCrivx normal humano Para ello. se sembraron por quintuplicado ~500 cCJulas/pozo. en 

placas de 96 po.7.0s en 100 µl de medio de cultivo aJ J 00/o de SFB La densidad celular 

fue determinada cada 24 h durante l O dias por medio de la técnica calorimétrica de 

incorporación de cristal violeta 

El tiempo de doblaje se determinó interpolando dos puntos C't1 Ja fa.se 

exponencial de prol1fcración, (Ja manera en como se realizó se describe en el apéndice). 
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Ensayos de activid•d hiolóKic• 

La actividad inhibidora presente en el MCF se determinó mcdianlc ensayos 

experimentales en los que se CVHluó cada uno de los MCF sobre el cultivo de cCJulas 

fibroblásticas o tun1orales en fase exponencial Para cada cuhivo inducido se dctcnninó 

el nU.mcro y se comparo con un conlrol al que no se aplicó inductor 

Para el caso de los ensayos en que el efecto del Factor lnhibidor de Ja 

Proliferación se comparó con el de inhibidores ya reportados, se emplearon fibroblastos 

en crecimiento exponencial y a los cultivos se les aplicó 1 o. 1 y O 1 ng/rnl de EGF~ 1 O, 1 

y 0.1 nglml de TNFa, 1, O 1 y O 01 ng!ml de IL-IJ3. SO, 5 y O 5 U/mi de IFNy y 10. t y 

O. lng/rnl de TGFf3 DespuCs de cuatro o cinco dias en cultivo. se evaluó el porcentaje de 

proliferación mediante la técnica de cristal violeta. comparándolos c.on un control libre 

de inductor 

Evaluación dr Proliírración por incorporación de Timidina Trici•d• 

Esta tecnica consiste en la asimilación del nuclcótido timidina (marcado con tritio 

-JJI-) al ADN de las cCJulas en cultivo. de manera que cuando las c.Clulas se encuentren 

en fase de síntesis. incorporen la t1midina marcada Cuando se realiza este tipo de 

evaluncion es rccomendahlc empicar cultivos celulares sincrónicos. con la finalidad de 

obtener una mayor reprcsentati'l.-idad de Ja poblacion celular en la fase de sintcsis del 

ciclo celular 

La tecnica consistió en sincroni7.ar la población celular mediante eliminación de 

SFB del cultivo por J6 h. para posteriormente ~mbrar el nU.mero adecuado de células y 

adicionar a cada pozo o plato de cultivo 1 µCi de JH-timidina (,.\.mcrsham. actividad 

185mbq) por mililitro de medio de cultivo El tiempo de adición del isótopo puede variar 

de acuerdo con las condiciones del experimento Después de concluido el 1icmpo de 

cultivo celular las cdulas se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos (PBS). 

posteriormente se les agregó metano! al 95~·0 en PBS durante 20 min, y nuevamente se 

lavaron con POS Una vez lavadas. se agregó NaOJ f O 4?\.f de manera que por lisis 

celular se liberara el ADN marcado con la timidina incorporada El lisado celular (que 
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contenia el ADN marcado con timidina tritiada) se eolcct6 en filtros de fibra de vidrio 

(Brand.el FP-30} a travCs de una cosechadora.. la cual pcnnite eliminar la timidina no 

incorporada que ~ encuentra en c1 sobrcnadante Los filtros que contcnian el ADN de 

las células que incorporaron el isó1opo. fueron secados a temperatura ambiente y 

posterionnente c...,locados en viales para centelleo. que contenían triM>I o liquido de 

centelleo. que se c:mple.a para amplificar las lcctu..-as del material incorporado Finalmente 

los viales fue..-on leidos en un contador de centelleo de emisión Beta (Bcckman LS6SOO) 

(78) 

Determinación de la prirnrra rasr de síntrsis de- ADN del ciC"lo celular de 

fibroblastos de ctrvis humano 

Esta técnica se ..-e.a.lizó empleando cuJti..,.os de fit-roblastos de cCrvi.x en R2. que 

previamente se sincronir..a..-on por eliminación de SFB del cultivo por 36 h 

En cajas de cultivo de: :?4 po7.os, se scmb..-aron 5,000 fibroblastos/pozo en l mi 

de RPMJ al 10-/o de SFH En el momento de la siembra (tiempo O) los primeros cuatro 

pozos fueron sembrados con timidina tritiada a una concentración de 1 µCi/ml (primer 

pulso) Después de 4 h Ce cultivo las células pulsadas fueron fijadas con metano) al 95º/o 

y los siguientes cuatro po7oS se pulsados como en el caso anterior. los pozos fueron 

fijados con metano! al 9 ""-~O en las siguientes 4 h Este: procedimiento se repitió hasta 

alcanz.a:r un periodo de 7:? h. para finalmente e'raluar el ensayo empicando la técnica de 

Evaluación de ProlifCr-aciOn por incorporación de Timidina Tritiada.. descrita 

anteriormente 

Detc-rmin•ción dc-1 eícclo drl FJP en la fase Gl del ciclo celular de tibroblastos de 

cirvi:1. hum•no. 

En cajas de cultivo de 24 pozos se sembraron 10,000 fibroblastos en RPMI al 

100/o de SFB. De estas <.:ajas, se tomaron 4 pozos cada 4 h y se les aplicó l\.1CF entre 20 y 

30 k.Da producto de 30 !;.Cparaciones crorn.atográficas en Sephacryl S l OO. Los cultivos 



a los que se aplicó MCF (•las 4.B.12. ne hasta 40 h) f"ueron nuevamente incubados. 

hasta completar un periodo de 56 h. de manera que para este tiempo se habian rcalir...ado 

l O pulsos con MCF en intervalos de 4 h. en los que se tenia representado el crecimiento 

del cultivo hasta iniciada la pñmcr Case de sJntesis (dato aponado en la evaluación antes 

mencionada). La manera en como se realizó el ensayo se muestra en el siguiente 

esquema. La flecha indica el tiempo en que se aplicó el l\.fCF. 

Oh 

4 .. 

8 .. 
12 .. 

16 .. 

20 .. 

24 .. 

28 .. 

32 .. 

36+ 

40 

56 h 

56h 

56h 

56 h 

S6h 

S6h 

56 h 

S6h 

56h 

56 h 

56 h 

Tiempo de Evaluación 

A todas las cajas de cultivo se les aplicó J µCi/mJ de Timidina Tritiada desde el 

inicio del experimenlo y fueron evaluadas por eJ mCtodo de Evaluación de la 

Prolircración por incorporación de Timidina Tritiada mencionado anteriormente. 

Obtención de M~dios Condicionados 

Los medios condicionados de fibmblastos (~fCF) de cérvix normal humano se 

obtuvieron después de que las células en cultivo JJegaron a la tase de confluencia. El 
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medio se centrifugó a 1000 g para retirar el detrito celular y se alma~6 a 4ºC 

recipientes de vidrio estériles. hasta el momento de iniciar el procedimiento de 

purificación. 

Trml•mirnto drl l\tCF con tripsin•. trmprratura y áddo. 

El MCF fue tratado con la protc.asa tripsina al 0.05o/a en veneno. durante 30 min 

a 37°C. Al cabo de este tiempo. la actividad de la tripsina fue neutralizada con s1:n para 

postcrionnentc evaluar su actividad inhibidora. 

Paralch•mcnte. otra cantidad de MCF fue sometido al contacto con ilcido acetico 

al 1 O y 40"% ( 1 O y 40"% AA) por JO min a temperatura ambiente. y finalmente otra 

muestra de f\.1CF fue calentado a 60 y 1 OOºC durante 30 min 

Todos los ~1CF fueron concentra.dos por liofilir..ación y posteriormente se midió 

acthridad inhibidora de la proliferación sobre fibrobla.stos en crecimiento exponencial. El 

ensayo se evaluó mediante la técnica colorimCtrica de cristal violeta 

Purificación drl l\ltdio Condic:-ionado: 

Prrc'ipitación drl ~te•· ('On Sulfato dr Amonio. 

A 500 mi de MCF con suero sé les agregaron 1 56 gr de sulfato de amonio. el plt 

fue ajustado a 7 2 y el f\fCF se mantuvo en agitación constante durante 30 min_ Una vez 

concluido este tiempo el ?\.1CF se centrifugó durante JO min a 17. 700 g•s. Al 

sobrcn.adantc obtenido, se le adicionaron 107 gr de sulfato de amonio, se ajusto el pH a 

7.2 y nuevamente se dgito durante 30 min El MCF fue centrifugado a 17,700 g·s 

durante 30 min, y el precipitado (en el que se encuentra la actividad inhibidora de la 

proliíeración), fue recuperado en un tubo cónico 
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DiAlisis y Conc:tnCraC'ión dtl 1\.ICF prtc:ipicado al 110•/ •• 

El precipitado obtenido del paso anterior de purificación.. 5C coloco en una bolsa 

de diilisis con poro de 1 kDa. (Spcctra/Poor MWCO 1000) y se introdujo en un 

recipiente que contenia agua en una proporción de 1000 veces el volumen contenido en 

la bolsa de diñ.lisis 

El agua fue cambiada cada 2 h durante las primeras 6 h. después cada 12 h hasta 

alcanzar un periodo de 48 h. Por último, el agua se cambio por PBS diluido l 4 en agua 

en donde el ~1CF ,¡e dejo dializando poi'" otras 8 h 

Una vez concluido este tiempo el contc .. "flido de la bolsa de dialisis se l'"ecupcró en 

un tubo de centrifuga. y se concentró 100 veces por medio de liofilización en un 

SpccdVac (SAVANT AES:!OOO) 

Croma1ogn1ria de- F.xclusi6n MolC'Cular. 

Una columna crornatografica de 35 cm de altura y J 5 cm de diámetro fue 

empacada con la l'"csina Sephacryl S· I 00 (Pharmacia Biotech ). la columna se equilibró 

con solución salina (PBS) isotónica pll 7 O y s.c calibró con molCcula.." de peso molecular 

conocido Dcspu<.?s de esta calibracion se determinaron po..- medio de regresión lineal. 

Jos intervalos de elusión de las proteinas de acuerdo con su pes.o molecular 

En la columna antes mencionada se aplicaron 15 µl del ~1CF precipitado con 

sulfato de amonio concentrado 100 veces y las protcinas eluidas fueron colectadas en 

intervalos de peso molecular (>40kDa. entre 40 y 30 kDa. entre 30 y ZO kDa y < a 20 

k.Da). de acuerdo con los datos de la ..-eg.resion lineal realiz..ada inicialmente 

Se realir..ai-on 30 ~paracionci¡ c..-omatogrB.fica.s consecutivas. y se colectaron 

todas juntas de acuerdo con sus intervalos de peso molecular (pool) Los pools de peso 

molecular obtenidos fueron concentrados poi- liofiliz.ación. hasta obtener 500 µI de 

volumen final 

CromaCografia de lnc~rcambio lónic-o (caeiónic-o y aniónico). 

Una columna cromatogril.fica de 35 cm de alto y 1 5 cm de diá.metro se empacó 

con la resina de intercambio aniónico DEAE Sephaccl (SIGMA ), o bien con resina de 



intcrei.unbio catiónico SuJfüpropiJ Scphad~ (SIGf\.1A). cada columna se equilibró con 

Tris S ml\.f pH 7.4 o citrato de sodio 5 ml\f pf 1 5 4 respectivamente. 

En cada uno de Jos intercambiadores se aplicaron 1 S µJ de MCF precipitado al 

80-/. y concentrado 100 vttes La elusión de 30 separaciones crornatográflcas en cada 

columna ~ agrupo de la siHuientes manera fracción no retenida. fracción retenida eluída 

con O O 15 a O J 75f\.f de NaC'J y fracción retenida du1da con O 2 a O Sl\f de NaCJ Todas 

las fnscciones se concentraron por medio de hofili.7..ación. hasta obtener SOO µJ de 

volumen final 

Despues de cada paso de punticación. se: evaluó acti"';dad biológica por medio 

de la técnica. colorimCtrica de cristal violeta Asi mismo se realizaron corrimientos 

eJcctroforCticos en geles de pohacrilamida SDS y se cuanlificó la concentración de 

proteina.s 

Cuantin~ación d~ Pro1rín•s. 

La concentración de proteínas f'ue evaluada con un equipo de detección de Jos 

antlnoácidos cistina. cistt.~rna. triptóf'ano y tirosina., los cuales fonna.n un color púrpura 

cuando re.accionan con acido bicincronico (BCA) en combinación con el mCtodo de 

Biuret (DCA Protein A~~y Reagent PlERCE) El color t.lbtenido exhibe una fuerte 

absorvancia a 562 nm " ras lecturas de las muestras fueron comparadas con una curva 

parrón de aJbúmina sobro:: Ja cual se hizo la determinación (79) 

Ell!Ctroro~is. 

La electrofbresis en geles de poliacrilamida sns se realizó de acuerdo aJ método 

de Lcammli (80). e:occcpto que Ja concentración del gel concentrador fue de 4.5%. Las 

concentraciones finales en el gel separador füL-ron de Q.J75 M Tris·HCI (pf-f 8.9yO.1% 

de SOS. y al 12 So/o) Los geles se polimcri.7..aron por fa adición de 0.05% de persulf"ato 

de amonio y tctramctilrno-diamina (TE!\.iF.D) Las muestras se disolvieron en una 

solución que contenía 100 mM de Tris.JICI plf 6 8, 1% de SOS. 100/o de glicerol. SO 



mM de DTT y 0.01% de azuJ de bromofcnol La electroforesis f"uc realizada con voltaje 

constante de J 00 V por 2 h empicando marcadores de peso molecular conocido; 

f"osforilasa b (94kDa). albúmina sérica bovina (67kDa), ovaJbúmina (4JkDa). anhidrasa 

carbónica (lOkDa). inhibidor de soya (20 J kDa) y a.-lac1albUmina ( 14 4kDa) 

Los geles fueron lei\idos con ar.ul de Coomasie y con Ja 1Ccnica de tinción con 

plata (Color Silver Stain PIERCE), Ja cual permitió 1ei\ir protr-ínas que se enconlraban 

en concentraciones de nanogramos ( 81) 

lnmuno~l«"Ctrotrainsr~~nda 

Las proteínas (c-n c-stc caso las citocinas evaluadas). f'ucron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa según el mCtodo de KyhS<C-Andcrsen (82), en un aparato dc

transf"erencia en hUmedo a corriente cons1ante de 100 mA durante 2 h La eficiencia de la 

transferencia se determinó mcdianle tinción de Ja membrana de nitrocelulosa con 

Ponccau S y des1ei\ida con agua destilada La nilrocclulos.a que contenía las protcinas 

inmovilizadas füc bloqueada con 5o/o de leche semi-descremada en solución 

amoniguadora TBS durante loda Ja noche a 4,,C Las membranas se incubaron con los 

anticuerpos correspondientes a cada citocina en TIJS al 5~0 durante 2 h a temperatura 

ambiente para luego ser lavada cinco vc.."Ces con TBS durante JO min cada lavado 

Posterionnente se utilizó un anticuC"rpo secundario conjugado con f'osfa1asa alcalina 

diluido en TBS-5~-0 de leche, incubándolo durante 2 h a temperatura ambiente Después 

de lavar la memhrana Csta füe revelada en 5 mi de solución amortiguadora de f'osf'arnsa 

alcalina que contcnia 5-0romo-4-cloro-3-indolil-fosfato y azul de tetrazolio La reacción 

se detuvo dcspucs de 1 S min lavando con agua destilada 

Ens•yo dr Elis•. 

Cien µI de 1',tCF fueron colocados en una placa de cultivo de 96 pozos durante 

24 h, al cabo de este tiempo se agregó el anticuerpo primario (anti IL-J P. anti TGFP. 

anti TNFa) empleando dif'erentcs diluciones Este anticuerpo se dejó incubar J h a 37ºC. 

36 



para posteriormente lavar con PBS-Twcen 20. Seguido de este lavado se incubó con 

100 µI de anticuerpo secundario por 1 h a 37"'C. nuevamente se lavó con PBS-twccn 20 

y finalmente se adicionaron 100 µJ de dihidroclon.Jro de <>-f"enilendiamina (OPD) 

manlcniéndolo en oscuridad por 1 O min. después la reacción es delcnida con 25 J,11 de 

H,SO. y el ensayo se evalUa en un lector de microplacas ELISA a una lon_gitud de onda 

de490nm 

En el ~sayo se empicó un conlrol posilivo, en donde al MCF le f"ue adicionada la 

citocina a evaluar Asj n1ismo se empleo un control ncgauvo, en donde sólo se dirigió el 

anticuerpo secundario, con la finalidad de eliminar los posibles errores provocados por 

aJguna unión inespccifica del anticuerpo secundario (83) 

Todos los cxpcrimen1os rcCeridos en este trabajo fueron realizados aJ menos por 

triplicado y con un número mínimo de tres repeticiones 

An.61b:is t:.radi.stico. 

Los resultados ""btenidos en los ensayos cxpcrimcnlalcs f"ueron sometidos a dos 

pruebas cstadisticas. u~a denominada ANDEV A o anáJisis de varianza. que establece un 

valor medio denominado Gran l\.1cdia. con una distribución de Jos datos de una manera 

nonna.I y nos dice que tan alejados están los valores promedios de las muestras de nuestros 

ensayos con respecto a la Gran l\.1edia. lo que determina si Ja muestra presenta un 

comprotamiento de distribución norntaJ o no; la segunda prueba denominada Pn.Jeba de 

Diíercncia Significativa l'\.1inima (DSl\.1) de Fisher. se rcali.l'..a cuando el análisis de varianza 

indica que existe diforcncia entre las medias de dos o más poblaciones, indicindonos entre 

que pares de medias exi-.te esta dif"crcncia. 

La DSM se define como la dif"cr<..."tlcia minima que puede exitir entre dos medias de 

muestras significativamente diforentcs 
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RESULTADOS 

En nuestro modelo de estudio. los fibroblastos de cérvix nonnal humano. muestran 

una inhibición de ta proliferación cuando tos cultivos han Ucgado a la fase de confluencia. no 

obstante. existen áreas donde las células tienen espacio para seguir proliferando Y sin 

einbargo no lo hacen Este hecho sugiere que el paro de la división de estas células. no sólo 

se da po..- el contacto entre ellas. sino ademas por la participación de ractorcs solubles con 

actividad inhibidora 

Para confinnar esta sugerencia, se determinó el efecto del medio condicionado (Y\ifC) 

de fibroblastos confluentes sobre cultivos de fibroblastos en crecimiento exponencial. 

encontrando que dicho medio p..-cscnto actividad inhibidora 

El haber encontrado que los fibroblastos producen un factor con actividad inhibidora 

de la prolifcrnción (FIP). genera unas.cric de pi-cguntas tales como la pi-oducción del FIP es 

secretada cuando las células se cncuenti-an en un estado de confluencia, es decii- en un 

contacto esti-ccho cnue célula y célula, o qué cai-acterist1cas fisicoquímicas presenta este 

factor~ entre otras Para dar respuesta a algunas de estas cuestiones, en este trabajo se 

evaluó si el efecto inhibidor esta relacionado con la densidad celular. parn lo cual 

sembraron la misma cantidad de fibroblastos en cajas de diferente área de cultivo. 

generando culth.-os con diferentes grados de contacto entre las células (mayor cuando el arca 

era menor) Se colectó el J\.1CF a las 24 y 7'1. hrs. para evaluar la presencia del FIP (Figura 

1). 
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Filgu,.. 1. Dcicnn1ftael6n de la 11Ct•'·"1ad 1nh1butor.w; de b prul1fcr..teu'>n con f"Cfopi::.;'tO al contacto celular. l 11t 1W 
fibn:ibl4'st~ fueron s.cmb~ en CUJH dc ~lt1"0 de 1 :\ ,_ :\ ctn de d1i1n~t'O durante 24 ~ 72 hrs El tned10 
condlaonado obectuJo de C$10!I. culu,·os fue concentrado) la ~-..,,·,dad 1nh1b1dora fue cvalu.-.da sabrc cultl'"'OS 
de fibtoblastos. en cro;:.1111cnto cxponcnc1al l-) f1btobla:U~ en Cf'CC1m1cnto c,.;ponche:1al. (2.5 y 5): 
fibroblastD!l en cf"'CC1m1cn10 c'poncnctal m3• el MCF obtc1udo de cu1t1~·°""' de CllJ"5 de 1 !i ). !t cm de diámetro 
n::spcct1vamcn1c 

E\ ensayo dcmo!'..HÓ que la actividad inhibidof"a presente en el MCF Cfi claramente 

mayor cuando las células. se encuentran en el cultivo de menor atea. o se.a en un estrecho 

contacto. por lo que se podria pensar que \a actividad inhibidora cstit directamente 

relacionada con ta densidad celular 

Conociendo que la mayoria de los f'actores con actividad inhibidora de la 

prolifet"ación hasta ahora conoeidos son ~\icop,.oteinas. el ~1CF fue sometido a un 

tratamiento: con tripsina (O 05°/a du,.antc media h). con \O y 40"/a de 8.cido acCtico (\O y 

40°/o A:A) y a 60º y \00 ºC du,.ante 30 min. y asi determinar si estas condiciones que se 

~ desactivan protcinas. suprimen o disminuyen la actividad inhibidora presente en este 

medio. (Figura 2). Basados en que se sabe que estas g1icoprotcinas tienen bajo peso 

molecular. se utilizó una fracción del ~,CF entre 20 y 30 'k.Da.. obtenida po,. cromatografia 

de exclusión molecular. 
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Fig. 2 Ei-ccto de Ja tnpsn'"1. el lk:1do act:flco y la temperatura sobre la ac11" 1d.-.d tnh1b1dorJ1 presente en el 
MCF. (-) Control. cMCF 20/JUJ Fr.tee1oncs cn:nn.. ... togr.\ficas de t\.tCF entre 20 ) JO kDa cluldas por 
exclusión molcc:ular. (MCF+TRJP} MCF incubado con IOJ)MJ\¡1 al ()O'.\"'· por JO 1mnu1CK (l~.A.-A y 
~A): MCF incubado por JO m1nu1os con el JQ"..é y 4<,.,é de ac1do ac:ét•a> respect1\·afllCntc (<.0-C y 
JOO<>C): l\.tCF calentado dun1n1c JO mrnu105 a í.00 y IOO"C rcspcct1"\.·amcnte U C""\o·allL .. C16n '-C rcalu6 sobre 
la prulifc:raaón de fibroblaslos de c:én.1' humano en CTCC"1m1cn10 C'l:poncnc1al. con l~µ..1 de MCF (a los que 
M: •plio6 alglln lDt.'"lmicnto) en un "·olurncn fin.;11 de 100 µI El CR:!i.a'.\-O !iC C""\oaluó a>n la técnica de cristal 
violeta. 

Los resultados muestran que el MCF sin tratamiento tiene una acti.,..;dad inhibidora 

del 72% (control positivo), mienlras que en el caso del J\.1CF tratado con tripsina. la 

actividad se reduce a un 44%. En el caso del J\.!CF tra1ada con 1 O y 4~-0 de itcido acCtico. 

así como a 60 y 1 OO°C. la actividad inhibidorn es bloqueada totalmente Estos datos 

sugieren que la actividad inhibidora de la proliferación presente en el J\.1CF confluentes es 

llevada a cabo por una molécula de naturaleza proteica 

Para caracterizar la molCcula que presenta la acth;dad inhibidora de la proliferación 

en el MCF. es nece~rio establecer una mctodologia de purificación. que nos permita 

obtener a dicha rnolCcula lo más pura posible Cómo las condiciones en que se: encuentra 

dicha actividad es un medio complementado con suero. (el cual contiene una gran cantidad 
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de protcinas 5éricas) y basados en que las proteinas tienen la capacidad de solubilizarsc o 

precipitar bajo detcnninadas concentraciones de sal. se procedió a determinar en que 

porcentaje de sulíato de amonio ((NI '4)2 SO,. ) precipita la actividad inhibidora de la 

proliícraci6n (Figura 3) 
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Fi1gura J l>dem11oac10n d• 1 pon:c111a1e de: ~111r.11u de .1ok.l1110. rn¡ucndo p.·ua prcc1puo1r la act1v1dad 
1ntub1dorn de l:a prohfcrac1on f>K$CnlC en el P...1CF (-) Conlml, 1 :l'O . .in. t.tl, y KO"'/•) P..tCF prcc1pttndo con 
sulb10 de anl0n10 al 20. -4n. !.tl :Ir KO"'• rc<>pcc;t1.,·;uncn1c u~ proi.:1p11ados íucmn c'l:alu.,d°"' en cultivos de 
fibroblastos en c;nx:im1en10 e'poncn..::1al. !;00 l '.'- µI del pra::1p1t.w:Jo en un ., olufllCn fin.,1 de 100 µJ 

Los resultados moslrados en la Figura J, es1ablecen que la actividad precipita con 

una concentración mayor al 4~'á de sulfato de amonio. por lo que se decidió re.ali.zar una 

precipitación inicial al 50'>/o que nos permite retirar parte de las protcinas contenidas en el 

MCF. para luego proceder al precipitado al BO°At 

Una vez obtenida Ja fracción del J\.fCF precipitada al 800/o con sulfato de amonio. 

concentrada 100 veces por liofili:t.ación y dializada contra PBS. el l\.1CF se pasó a través de 

una columna de exclusión molecular Scphncryl S-1 OO. en un cromatógrafo de alta presión. 

eon el fin de obtener el rango de peso molecular en que la prolcina inhibidora de Ja 

protif"eración cluyc Se rcali:t.aron 30 separaciones cromatográficas y las fracciones 

obtenidas rucron agrupadas en los siguientes intervalos de peso molecular: mayores a 
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40kDa. entre 40 y 30 kDa. entre 30 y 20kDa y menores a 20kDa Estos intervalos fueron 

elegidos. basñ.ndosc en resultados pn .. "Vios. en los que el MCF habia sido fraccionado en 

membranas de corte de amicon de 30 kDa. y la actividad se registró en la fracción menor a 

30 kDa. Una vez obtenidos los grupos de fracciones de peso molecular. se procedió a 

determinar en que fracción se encontraba la actividad inhibidora (Figura 4) 

Los resultados muestran que todas las fracciones presentan actividad inhibidora,. 

comportamiento que no es de sorprenderse ya que se trata de una cromatografia preparativa 

donde las curvas. que representan la elusión de las proteínas presentes se traslapan. 

n1ostrando una mayor actividad en donde la proteína se encuentra en mayor concentración 

La actividad mostrada en las fracciones mayores a 40kDa, fue de :!C>°/Ó, la!'i fracciones entre 

30 y 40 kDa de 40'%., mientras que la fracción con peso molecular entre 20 y 30 kDa 

presenta una actividad inhibidora del 60'!ó, ~ugiricndu que la prolcina con actividad 

inhibidora de la proliferación se encuentra en este rango de peso molecular Estas mismas 

fracciones se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 5°A, y aunque se 

encontró un patrón de bandeo similar, la proporción de las bandas es diferente de acuerdo 

con cada una de las fracciones, esta observación concuerda con la suposición de que las 

curvas de elusión se encuentran traslapadas (Figura S) Lo imponante de esta mctodologia 

es que nos pcnnite enriquecer a la proteina con actividad inhibidora El hecho de observar 

las bandas de protcinas entre 20 y 30 kDa sólo con tinción de p1at~ indica que Cstas son 

secretadas en cantidades de nanogramos 
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Figura 4 Dctcnrun.""K"16n del rango de peo;o molccul:u en que chryc la actwu1ad 1nh1b1dor:a presente en d 
MCF dc.:pucs de ser scp.trado en cronktlogrnfi.;1 de c,cluMon mola..-,_¡Jar (Scphacf')·I S-100) (-) Control; 
(PBS). SolUC16n aniont!,.~J.ora de fo...fatO'li d1hudo 1 4 en ;1gua. (>40, J0/40. 20/:JO )' <20)-. fracctoncs del 
MCF con pes.o molecular 11o.;1,..or a 40 kDa. entre 10 ) 40 lo.Da. cn1rc 20 ) 10 kDa y menor a 20 kDa 
n:spccu,,·arncntc E"ollu.;•.;16n rcah,.'ld.'11 sobre 1;1 rrohícr.te1ón de fibrohla.<it<K de cXn·1~ humano en 
crccun1cn10 C.'l:poncnc1.ll t:or. 1 ~.~1 de cada u11;11 de la,.¡, fr.M;c1or1C1; en un '1.0lumcn final de IOOµJ. Evaluación 
con cn~I ,,,olc:t;1 

3 .. 

Figura ~ El0C1rufon:s1s en ¡.-el de poli.acrilarnida 
al 12 'º~í.. en condiaoncs reductoras. Caml 1. 
MCI-' cntr-c 20 y 40 k.Da (tinci6n con anal de 
Coomas1c), Carril 2. Pn>ldnas calibradoras 
Ctmc16n con arul de Cooma.<;ic); Caml 3, MCF 
entre 20 y 40 kDa (lina6n con plata); Carril 4. 
PTUtcinas caJibnw:lorns (tinción con plata). En 
•~ camlcs 1 y J se aplicaron 2!\ µ.g de protefna 
IOC.111 
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Para continuar con el proceso de purificación de la proteína inhibidora y conociendo 

que todas las proteinas tienen un pun10 en el que presentan la misma cantidad de cargas 

positivas que negativas. se procedió• cluir el MCF precipitado aJ 80"'/o concentrado 100 

veces a través de columnas de intercambio i6nico (aniónico y ca1i6nico) encontrando los 

siguientes resultados (Figura 6) 

Figura 6 Evaluac16n de L"l ~-u,,.·u:1ad 1nh1b1doni prcscnle en las fnteemncs del MCF clmdas con dJfcrcntcs 
gradientes de c;:lorurn de sodi."J en ln1crc1mb1adof"CS lonicos (-) C-ontrnl. <N R). ftaCC16n no n;tcn1d.."11 en cada 
uno de los in1cn:ambtadoJ"C..~. (O 01.s .. o. l 7.S y O 2-0 . .S): frac:c1oncs que eluycn:m con un grnd1en1c do.: cloruro 
de 5Cd10 de O -015 a 0.17Si\.I y de o 2 a o$ l\.t rcspccuvamcrue en cada uno de los 1nlcrcambaadorcs La 
dc'lcrmin4oci6n se n=ah..-.o en fibroblastos de cérvi~ en cro.=1m1enlo e:o¡poncncial donde se nphcarán 1 S µJ de 
cada una de las fr.te:C"lonc:s nblcmd.."ts de IO"i 1n1cteunbtadorcs. en un '-'Olurncn final de too µl. E\-aluación con 
cristal \"lOfct.a. 

Como se obscrv::i en la Figura 6. cJ MCF separado en el intercambiador catiónico a 

pH de 5.4. mantuvo la actividad inhibidora en la parte retenida de Ja column~ actividad que 

fue eluida en una concentración de cloruro de sodio de O_OJS a O. 175 f\.1. El mismo 

comportan1iento f'"ue ob!'lervado en la muestra eluida en et intcrcambiador aniónico a pH de 

7-4. Estos resultados indican que la prolcina inhibidora de la proliferación presenta carga 
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positiva a pH de S 4 y una carga negativa a pl-f de 7 4. sugiriendo con esto que cJ punto 

i$0Cléc:trico de Ja proteina puede encomrarsc en este rango de pff 

Con respecto aJ proceso de purificación ames mencionado. es de esperarse que la 

actividad se incremente confhrme se incrementa el grado de pureza del FIP. Esto se observa 

en la Tabla 1, en Ja que a mayor coeficiente de purificación, mayor rango de actividad 

inhibidora de Ja proliferación, tanto en la cromatografia de exclusión molecular como en los 

intercambiadores iónicos 

Tipo de l\.1cdio 

l\.1CFtotal 
?\.1CF pp RO'!'O 

(100) 

l\.1CF 20140 

lnt Anionico 
(500/o) 

lnt Cationico 
(50"/o) 

Proteinas 
(m..Vml) 

2 5 
42 

3 8 
28 

3.3 

Actividad lnhibidora Coeficiente de purificación. 
lo/.\ 
5-15 o 

53-69 60.7 

52-74 301.3 
52-54 490 

18 260 

Tabla J _ Relación Cnl re la c:on<;:enrración de prorcfn.as. el cocrtcicnlc de punnau:ión )' la ~IVld.ad inhibidora 
de la prohfcrac•ón Conccnrnlción lnJcial rouil de prordnas 687.5 mg en 27!'1 mJ de MCF. 

Simultáneamente aJ proceso de purificación y conociendo que existen en Ja literatura 

moléculas con capacidad de inhibir Ja proliíc:ración de células fibroblásticas y epi1elialcs, Ja 

actividad del l\.1CF fue comparada con las molécuJas inhibidoras mejor caracterizadas hasta 

el momento, que son- el Factor de Necrosis Tumoral alf"a (TNFa.). cJ Factor- de Crecimiento 

Transformante beta (TGFf)), el lnteñcrón gamma (IFNy), y Ja Jnterlcucina l beta (IL- J 13). 

usando en todos los casos Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) como control positivo. 

ya que se ha reportado que tiene eCec10 mitogCnico en ambas estirpes celulares (Figura 7). 
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Figura 7. Ef"ccto del IFNy. IL·lt1. TNFu.. TGFI') J\.1C'F. sobre l;t prollícr.1e1611 de fibrohlastos de c:Cn·1x 
cn:cirnicn10 exponencial (->Control. (EGI·) Control po!l.lll\.O IOnpml. (IF·"'Ny) ln1cñcron ~.:1ma 5-0U/ml. 
(ll..-lf\)~ lnu:rlcuc1na lbcta lnWml. (TNF•r.> Factor de !"'ecn:x.1s TtlflKJral alía JO n,.Vntl. (TGFJ'>· Factor de 
Cn:cimienlo Tran....tonna.ntc beta IOn,.Vml. (MCJ--,. Medio Condu;:1on•~ de Ftbrohl,-.~O!o cn1n: 20 ,. JO l..Da 
( J 'µ.l). Evaluación con cnu.'.11 '''°lcta 

Los r-esultados indican que el TNFa. el IFNy. y Ja JL-IP presentan un efecto 

proliCerador sobre los fih,-oblastos, mientras que el TGFn y el l\.1CF presenta una actividad 

inhibidora de la proliferación que corresponde a un ::?5~ O y 43°/o, rcspcctivamcnle No 

obstante el efecto p..-ulifcrativo del TNFa.. fNFy e JL-1 O. no podemos descartar que el 

cíecto inhibidor l'"cponado para estas citocinas sea dependiente de la dosis. por Jo que f'ue 

necesario rca.Ji7.ar un ensayo dosis-Tespucsta para evaluar esta posibilidad 

Los Tesultados obtenidos en el ensayo de dosis depcndiencia (Figul'"a 8). mucstl'"an 

que el TNFa.. el IFNy, y la JL-1 p tienen un efecto proliferadol'" o nulo dependiendo de la 

conccntracion de citocina empleada. mientras que el TGFP mantiene su efecto ihibidor- de la 

prolif"eración de fibrobla.!.tos normales, efecto que disminuye confhrmc se reduce la cantidad 

de citocina 
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Figura M Efcao do&ls-~t;t de TNFa. IFNy. IL-1 (\ ~- TGFli !>Obre b prohfcrac16n de: fibnlblaslois de 
oénci:.. nonnal hutn.ano cu c1'1:'C"ln11cnlo c'poncncml (-) Con1rol. cEGVJ Factor de Crce1mu~ruo Eptdcnnal 
10, J yO.I n¡Vml. (TNFu.) Faciordc N~sTumoral alfa to. 1 "0.1 nJtfml~ (IL-lf'>· lnu:rlcuana. J beta 
l. O 1 y O Ol nJVml. 1IFN7) lntcñcrón ~,,n., :'\O. " :lo' O~ U/mi. (TGFJ\) Fac..-i:or de Cf"CJClmienlo 
Transfonnantc bcia IO. 1 y O 1 nWn1l. 1,.._1CFJ. P\.1cd10 Cond1conado de F1bf"Obl-'"'os cnuc 20 y '.\O kDa (l!§µJ) 
Evaluación por cn5tal ",ola.. 

En cuanto al cft..-cto dosis dc~ndicntc del l\.1CF (Figura 9) . se observa que la 

actividad inhibidorn de la prolifi:racion aumenta gradualmente confonnc aumenta la 

conccntracion de ti.1CF, llegando a ~r de un 5SºA~ cuando se utili.;r..a el IOO'Vo de MCF. 

1 
:1 11111111 

..... .... ...... ..... ..... .....·~ ••• ._do• 

Figura 9. Evaluacton do51s-n:spucsta del MCF. sobre la prollfcrac16n de fibroblastos de ccrvix normal 
humano en crccumcnlo cxponcncml. (-)Control; (l. 10. :m. '"°· 70. <JO)º 100): Poroentnjc de MCF aplicado 
a un "·olunacn total de 100µ1 Evaluación por cns141 ''mlcta 
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Con la finalidad de dctcrm.inar si en el MCF se encuentra alguna de las citocinas 

antcrionncntc citadas con actividad inhibidora de la proliferación • se rcali7.aron evaluaciones 

de lnmunoclcctrotransferncia y Elisa. Estos ensayos demuestran que en el MCF 

concentrado 100 veces. no se encuentra TGFP. TNFa e IL-1 P al menos en concentraciones 

mayores a b nglml. (Fi,l!luras 10 y 11). 

- .. 
Figun 10. Dctcca6n de n .. -1 t' TGFfiy ™Fa. a 1nrvés de la u!cnu;:a de tnmunoclcctrotr.tn:sfen:::ncia • en el 
MCF too \fCClCS oonocn11.-dn ( 1 >. PTOtcln.aJi. Cahbradoras (ot5. 2'J. 20 y 12.4 ._Da). (2) too ng de TNFa.; (l): 
30 mi de MCF; (.&): IOO ng de TNFu.; (!\)·. 6!§ ng de TGFJ\. (6). 30 mi de MCF; (7): 6!\ ng de TGFJ\; (K):. 
100 ng de lL-tp; (9) lo m.l de MCF. (10). 100 ng de 11....-lf\. En los camlcs 3 • .&.6.7.9 y 10 rué dirigido 
anticuerpo prirnano) Kr-~n<4.-ano. ) en los camlcs 2 • .!\y K sólo anli<:UCrpo secundano 

... ~~~·~~· '---1 ---- .... --~- ·~~ .. -·, 

Figura 11. DctCCCIOn de 11....-lf\. TGFI\ y TNFa. mcd1an1c la u~cmca de Eli~ en el MCF 100 vecc5 

conccntr.MSo. (•) Control po.iia1i''º de lL-1 f\. TGFl' y TNFa. f"CSIX'cil'-<lmcn1c; (MCF): cvalu.'tcion en el Medio 
Condic10nado de fibroblas1os 100 veces conccntrndo; (•): Control negativo de IL-lf\. TGF(J y TNFa 
rcropcct1""3.rnentc. 
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El hecho de no detectar TGFP en el MCF con las lécnic.as de Elisa e 

lnmunoclcct..-ot..-ansCcrcncia. no descarta la posiblidad de que esta citocina se encuentre en 

cantidades menores a 6 ng. Teniendo como antecedente que el TGFJ) molCcula fue la única 

citocina capaz de inhibir Ja prolifcraración de fibroblastos al igual que el FIP. M: procedió a 

evaluar el efecto de:- &1T1bas moléculas sobre Ja prolif"eración la línea celular Mv 1 Lu, cuya 

caractcristica es que su división celular es dq>endienre de TGFJ]. por lo que si en el MCF se 

encuentra TGFJ3. la línea MvlLu detendrá su prolifcrnción (Figura 12) 

Figura 12. Efecto del TGFli y el MCF sobre la prohícmc16n de la linea celular M~· I Lu en CTI:'C1micn10 
exponencial (-) Con1ml. (TGFfiJ Fac1or de Crcc1m1cn10 Trnnsforn~1nlc beta IOngtml. (MCF1). J~ µJ de 
MCF ~n n•ngun 1ratam1cn1._-, de punficaC"J6n. {MCF) I' µl de f'\.1CF prcc1p1lado al Ko~-. con sulfato de 
amonio. conccnlr.tdo lfX) ~·occs por hofih .. ...ac:16n y dtalu4-.do con1rn PllS d1lu1do l .a Entlu.ación con criSL'll 
V1olcta. 

Los resultados muestran que las células l\1v 1 Lu, que tüe..-on cultivadas en presencia 

de MCF no inhibieron su prolifernción aUn cuando éste se utiliza 1 00 veces concentrado, 

mientras que las células que fueron cultivadas con TGFP inhibieron su proliCcr-ación en un 
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39'-'o. Estos resultados sugieren que Ja actividad inhibidora de Ja prolif'eracion presenle en el 

MCF es debida a una citocína diferente al TGFP. 

La actividad inhihidora registrada en los ensayos biológicos del J\.1CF se encuentra en 

un rango del 40 al 60°/o de inhibición. lo que establece que de cada 100 células. 40 o 60 de 

cJlas detienen su división. sugiriendo que dicha actividad actUa en una fase especifica del 

ciclo celular En la literatura se ha publicado que la gran mayoría de los factores inhibidorcs 

ejercen su acción en la fase G l dd ciclo celular Para dc-tcrminar si el FIP actUa en ésla fa.se 

es necesario tener un punto de referencia. que nos indique el momento en que las células 

comienza.o a sinteti.z.a.r .ADN, y con ello saber si el FIP actUa anlcs o después de este punto 

TIEMPO(hcil"wa) 

Figura 13. E"·aluación de la pnmcr Case de sfnlcsis de AON en culi.vos smcrón1cos de fibroblastos de cérvix 
hulnallO. El ensayo se n:alil"ó sembrando 10.000 células por pol"o en placas de 96 pc:U-0§. Cada ptmlo en la 
gráfic:n representa el protncd10 de ClJ.alTO pol"os. l...as <fcs,.·1a<:1oncs standard son nJCOOrcs al die¿ porcienlo del 
valor promcd10 F-Slc ensayo es el representativo de cu.a1m 

Como se observa en Ja Figura 13, los fibroblastos sincrónicos requieren de 

aproximadamente 36 h de cultivo para iniciar la primer fase de sintcsis. y dentro de este 



lapso de tiempo estarian comprendidas la fa.o¡e de GO (pr-ovocada por- la sincr-onización) y la 

fase Gt. En estos experimentos. se encontró que la duración de la fase de síntesis de ADN 

es de aproximadamente 16 h La determinación del tiempo de doblaje de estas células reveló 

que el tiempo que dura el ciclo celular de los fibroblastos es de 56.2 h 

Con el ensayo anterior, se C!ltablccc el tiempo de 36 h, como el punto referencia para 

evaluar si la proteina inhibidorn de la proliferación actUa antes o dcspuCs de la fase de 

síntesis. Por- lo que 1 O culll'•os de libroblastos sincrónicos fueron estimulados cada 4 h 

fonna ~parada, de tal manera que el primer cuhivo representó el estimulo a las 4 h y 

evaluado a las 56 h (tiempo .,.uficicntc para llevarse ha cabo la síntesis de ADN). mediante la 

tCcnica de incorporación de timidina tritiada El proceso fue similar para los restantes puntos 

de cstimulación (Figur-a 14) 

Figura 14. Efecto del MCF en la sm101s de ADN al ser ,,phcado en la5 pnrncr.u. 40 h del ctclo celular de 
fitnoblaslos Uncrónu;:os pn»cntcnles de cé~Tll humano (-)Control. (POS) Buffct" de fl>!"f"alos dtluido 1:4 en 
agua; (MCF): P..tcd10 Cond1ciono:tdo de F1brobL"1Stos cnuc 20 ) .Jn k.Da. pnxluc10 de 30 cofTinucrn~ 
cnxnalográfk::cos Se rc:ahl",uon pulso-. con MCF y PUS cada 4 h. y el Cnsa)O fue <"'>711uado mediante 
incorporación de 11m1d1na tnuad.-• 
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Como se observa en la Figur-a 14. Jas células tratadas con POS sintetizaron el ADN 

de manera semejante aJ contr-of. mientr-as que par-a las cClulas tr-atadas con el MCF desde las 

4 hasta las 36 h. Ja síntesis de ADN se r-cdujo entre el 40 y 60 %. con r-especto al control 

Si correlacionamos Jos datos obtenidos en fas Figuras 13 y 14. se observa que Ja 

inhibición de la síntesis de ADN corresponde al tiempo en que las células sólo pueden 

encontrarse en las Cases C,O o G J del ciclo celular. lo que SU!(iere que el FIP actúa desde las 

primeras horas de la f'asc G 1 (f'asc G J temprana) 

Por otro lado. la C'l{is1encia de este factor- inhibidor secretado por Jos fibrc>blastos de 

cCrvi."'. establece que el mec.anismo que regula su división celular-. esra consitutuido por 

aJmenos una n1olccula que regula negativamente su crecimiento Aunado a ello. se conoce 

que los fibroblastos son cclulas que presentan una estrecha comunicación con su 

microambicnrc. en el que se incluyen las células de iipo epitelial TambiCn sabemos que el 

epitelio cervical (relacionado estrc..--chamt.~nrc con Jos ílbroblasros empicados en este modelo 

experimental). es un tejido ahamente propenso a la generación de cdulas tumorales En base 

a esta infi>nnación. crcín1os, interesante determina,. el efecto de este factor en la~ células 

tumorales provenientes de pacientes con cancer c¿.n.'"ico-uterino. por Jo se evaJuo la 

proliferación de las lineas tumorales de epitelio ce,....'"ical CALO e JNBL en presencia del 

MCF encontrando que su prolif'cración disminuye en un ~'á (Fig 1 S) 

Los resultados muestran que Ja acrtvidad inhibidora del MCF además de tener un 

ef'ccro autócrino tiene un cf'ccto pa,.acrino con lineas epiteliales de CaCu El resultado 

obtenido. genera una siguiente incognita. son las células tumorales CALO e JNBL capaces 

de secretar un f'ac1or con actividad inhibidora de Ja prolif'cración que accione sobre ellas 

mismas Para respondc.•r a esta pregunta. las lineas celulaTes tumorales CALO e rNBL se 

dejaron crecer a un esrado de confluencia y sus medic>s condicionados f'ucron colectados. 

para posterionnente probar su ef'ecto sobre la prolif'cración de cada una de las mismas lineas 

tumorales. encontrando que ninguno de los medios condicionados de dichas celuJas 

presentan un cf'ccro inhibidor sobre Ja prolif'cración de ellas mismas (Datos no mostrados). 
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Figura ''· EfCC1o del MCF en la prolifc:r..caón de: fibrohlas:IO§> de ~--cn.·1ii; nonu.·11 huin.-.no} en las lineas 
tuinoralcs de CaCu· CAl-0 e INUL (-) Conrrol pr1r.1 QKI.-. uno de los tlfl05 cc::lulan:s. (MCF)· Mecho 
Condacon.'ldo de F1brobla.\fo-¡. entre 20 ,. 10 kD.a La C"\;du.~1ón se rcaluo ~re oéluL-.s en efl:'Cun1en10 
exponc:ncial. aphcando I' µ.!de r..tCF en ·un "ulurncn fin.;11 de JOO µI r;:,aru.~ón con cn5tal nolcta 

Ya que eJ .\.fCF ha mostl'"ado tcnCJ" un cfi .. ·cto inhibidor sobre la proliferación de 

cCJulas tumorales. y retomando el anh .. "Ccdcnte que el TGF tiene un cf"ccto inhibidor sobre Jos 

fibroblastos, se crcyO con...-cnientc detcrntinar su eíccto sobre las dos lineas celulares de 

carcinoma de cCrvix crnrlcadas anteriormente {Figura J 6) 

Los resultados muestran que para ambas lineas celulares el TGFP tiene un electo 

prolifcrador, mientras que el MCF inhibe la proliferación en un 65 y 35% para las lineas 

CALO e INBL respccti\.·amentc 

5) 
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Figu.r11 16. Cornpal'aCll6n dd efecto del MCF y el TGFf\ en la prohfcr.te•ón de las Uncas celulal'Cli de Cllncc:r 
~cnno CALO e fNAL en crcc1m1cnfo c.'ponenc1al {-) Control. <MCF)· 15 µJ de Medio 
Condictona:So de F1brobl.~Dli entre 20 y JO kDa. (TGFrlJ Factor de Crcc1nucnlo Tr•nsfomwnlc beta 
IOngfrnJ. E\111luac16n con cnuaJ "-1olcta 

Hasta este momento. Jos resultados obten.idos indican que. los fibroblastos de c.Crvix 

normal humano son capacc-s de regula.- su propia proliíeracion celular mediante la secreción 

aJ medio. de una molécula con caracteristic.a.s inhibidoras de Ja proliferación que es dif"crenr.c 

a las anteriormente mencionadas, dicha molécula es de naturaleza p..-oteica,. se encuentra en 

un rango de peso molecular entre 20 y 30 kDa • y ejerce su cfocto inhibidor en la f"a.se G 1 deJ 

ciclo celular de fibroblastos de cérvix. 



DISCUSION D>; Rt:SULT,\DOS 

Una de las áreas de invesrigación de gran interéJ1 en los Uhimo• anos ha sido la 

earacteri.zación de una diver$.a gama de moléculas involucrada$ en cJ conrroJ de la 

multiplicación y diZcrcnciación celufar 

Hasta. hace algunos ai\os, Jos pr-ogrc.so.s en esra ftrca,. estaban enfocados a entender Ja 

estructura y función de molécuJa!i tniro~C-nic.1s. y poco :;e sabia acerca de la~ moléculas 

responsa.bles de scr'laJcs de f"egulilcion negativa de la diví.'iión celular. (84) 

Con el ª"nncc de método!i bioquímicos. molecularc-s y citogcnétic.os se ha lo!_.tr"ado 

encontrar una amplia gama de rcguf.1dPrcs nclo(ativos de la prolif'cradón celular que han 

mostrado tener un papd fundamental en Jo.s proce'.'>Os biológicos (6) E!ii má.... se han 

encontrado molc-cuJas capaces de r~gular Ja prolíferación de tipos c~lulares e:spccílico"' 1...a 

mayor parte de t.•s1os 1nh1hidores son oh1enid(ls de fuentes narui-ak .. e.<;pccHicas. en donde ~ 

encuentran en conccnrracioncs de nano~ramos )"" por fo general ÍC:lrma.ndo panc de me...:cla.'i 

proteínicas C<.'lmpfc1as (66) Aunque lo~ ª"anees en Ja idcntitíc:aciOn y purifíc..'lc.ion de estas 

mofecuJas san fcntos. su Importancia hace que se s.i!-'an e~tudiandn 

Nuc..o.srro'i rc<>ulfadns dan e"·rdcncia que Jos fiOrobJasto~ provcnienccs de cen.-i1< norrnaJ 

humano son capaces de ~rc1ar un tilcH">r con actividad ínhth1dora de la proJifcracion celular 

(FJP) y que dicha "'<-"Cn.~ion aumenta a medida que las células dcríencn su proJiferacion. ya 

sea por confluencia o por alta dcn:.idad (Figura i) AJ igual que otros autores (57) 

encontramos que el efecto del FIP se ejcrc1a sobre células fihrohlao;;(Íca$ normales. ln cual 

nos indíca que este tipo de células son capaces de regula,- su p,-opia d1v1 ... ion .-"\dcrná"1 es 

interesante mcnc;onar que- el FIP tambi~n füe capaz de inhibir Ja prolif'cradOn de células 

tumorales provenientes de pacientes c::.on Cáncer CCn·ico~utcnno (CaCu) 

En cuanro a ta naturale7..a bloqu1m1ca deJ f"acror, nuesrros resultados .indican que se 

trata de una molccula prorc1ca (Figura:::!), taf Cf>mo se ha encontrado con los otros f".actorcs 

ínhibidores publicados. los cuales se carac(eri;-... an pOt' ser glicoproteinas de bajo peso 

molecular Sin embars;o, Ja purificación parcial deJ FlP, no nos ha pennitído establecer si se 



trata de una glicoproteina.. una tipopr-otcína.. o una proteína asociada a algún ribonuclcótido. 

por lo que seria interesante dctcnninar el tipo de mo1Ccula asociada a la componente 

proteica del FlP para evaluar su posible influencia en la actividad inhibidora de la molécula. 

El pr-oceso de purificación del FlP a tr-avCs de una separación cr-omatog.nifica con 

exclusión n1otccular. mostr-6 que la mayor actividad inhibidora de la pr-olifcraci6n se ccuentra 

entre los pesos moleculares de 20 y 30 kDa. aunque también detectamos actividad en las 

fracciones de mayor- y menor peso molecular. seguramente aS<.x:iado a la amplitud de la 

curva de elusión (Figur-a 4) Cabe hacer- notar que en et anahs1s elt.""Ctr-oforctico tas diferentes 

fracciones muestran un patr-ón de bandeo muy similar-. 4ue concuerda con el traslape de 

curvas de elusión en la separación cromatogr8.fica (Figura 5) Sin embargo. en ta fracción de 

peso molecular entre :?O y 30 kDa ( fracción de mayor activlc.lad) en el gel tei\ido con plata. 

se observan un grupo de bandas con mayor nitidez. lo que nos muestra que en dicha fracción 

se ha llevado a cabo un enriquecimiento de tas proteinas Tambicn el hecho de que las 

bandas sólo se ob~erven con la tincion de plata y no con el gel tei\ido con ar.ul de Coomasie. 

revela que la acti .. ;dad inhibidora de la proliferación es secretada en el rango de nanogramos 

El observar este patrón de bandeo en el rango entre 20 y 30 klJa. nos hace pensar que 

probablcn'\entc alguna de estas bandas sea la responsable de la actividad inhibidora de la 

proliferacion. por lo que serla pertinente aislar cada una de estas par-a generar anticuerpos 

monoclonales y c .. ·aluar si alguna de ellas bloquea la actividad inh1b1dura del FlP Con dichos 

anticuerpos se podria construir una columna de afinidad que nos permitiera aislar este factor 

y asi obtenerlo altamente purificado 

El encontrar que el factor inhibidor de la proliferación precipita al 8~·0 con sulfato 

de amonio (Figura 3) y que~ requieran bajas concentraciones de NaCI para eluirlo en un 

intercambiador iónico. nos indica que et FIP es altamente soluble y de una fucr7..a iónica baja. 

lo cual no es de sorpr-cndcmos ya que se trata de una proteina de secreción. que es vertida 

al medio acuoso El detectar que el FlP es una mott!cula con carga positiva a un pH de 5.4. 

mientras que a un pl l de 7 4 preM!nta carga negativa. sugiere que el Punto 1soc1Cctrico (pi) 

de esta protcina se encuentra entre estos rangos (Figura 6) Es necesario precisar el pi de el 

FIP. ya que su determinación contribuiria en el avance del método de purificación. Por otro 



lado. es interesante mcncionar que el FlP no per-dió su actividad biológica a lo largo de las 

técnicas de purificación empicadas en este trabajo {Tabla 1 ). lo que indica que se tr-ata de 

una proteína muy estahle. 

Con respecto al cocficicnlc de purificación. se puede observar que existen 

pr-occdimientos de separación {inlcrcambio aniónico) en que Cstc es elevado, pero que la 

actividad inhibidora rcsuha ser- reducida. y en cambio c"'isten otros (exclusión molecular ) en 

donde el coeficiente no es tan aho, pero donde la actividad ínhibidora se mantiene o 

aumenta. lo cual nos hace proponer un proceso de purificación consistente en· iniciar con 

una precipitación con sulfato de amonio, seguido de una separación por exclusión molecular 

en Sephacryl S-100 y posteriormente conclusión en intercambiadorcs iónicos (aniónico y 

catiónico) Se ha contemplado que una ver. que se tenga una cantidad suficiente de l\.1CF 

para proceder a purificar el FI P por los nlctodos antes me!flcionados, se aplique un método 

de exclusión molecular en una columna con caracterislicas resolutivas. que nos permita 

obtener este factor como una proteína altamente purificada, que pueda ser detectada en una 

electroforesis como una sola banda 

Nuestros resultados indican que la actividad inhibidora del FIP posee un efecto 

autócrino y dosis dependiente sobre la proliferación de los fibroblastos (Figura 9), hecho 

confirmado por otros autores (86), quienes mencionan que las cClulas normales tienen una 

naturaleza autónoma que les confiere la capacidad de regular su propio crecimiento Es 

importante mencionar que el efecto observado es inhibidor y no tóxico, ya que el an3.Hsis de 

crom.3.tides hennanas., mostró que el FIP detiene a las cclulas en la primera división. en 

comparación con el control. donde la mayoria de las cclulas se encuentran en la segunda 

división y algunas en la tercera, ademas las cClulas tratadas con FIP se cncucnlran 

nonnalmcnte adheridas al sustrato de cuhivo y presentan una apariencia similar a aquellas sin 

tratamiento. 

El hecho de haber encontrado que en nuestras condiciones de cultivo el FlP mostró 

diferentes propiedades a lL-1 lJ. TNFcx. e JFNy (Figuras 7 y 8) que mostrarón actividad 

mitogénica. concuerda con lo citado en la literatur~ en donde se menciona que estas 
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moléculas pueden tener efecto diferente e incluso opuesto dependiendo de la 

concentración y el tipo celular empleado. lo que nos hace suponer que la molécula 

secretada por los fihroblastos es un inhibidor de la proliferación no caracterizado, hipótesis 

que se ve apoyada por nucstr-os resultados en donde encontramos por ami.lisis de Elisa e 

Inmunoclcctrutransferencia. que en el f\.1CF no estan pres.entes estos factores. Esta 

información abre la cspcctativa de saber si los factores con actividad inhibidora citados son 

célula u órgano especifico, asi como el determinar si existen molCculas inhibidoras 

unicamentc asociadas a un estado inflamatorio, (que se producen en consecuencia de esta 

condición cs1ablccicndo que actúan como un factor de emergencia) y que por lo tanto 

deben existir otros factor-c-s con actividad inhibidora que no csten relacionados con el estado 

inflamatorio y que sean generados de manera natural fonnando parte del mecanismo que 

regula la división cc1ular En este caso, el FIP seria un candidato a integr-ar la lista de estos 

nuevos f"actorcs inhibidores 

La impcu·"tancia de encontrnr un factor con actividad inhibidora de la proliferación 

secretado por fibroblastos nonnales, capar.. de inhibir la proliferación de ellos mismos así 

como de células tumornles, genera la hipótesis de establecer si la ausencia o deficiencia en la 

producción o acción de este tipo de factores. son causa directa o indirecta de la 

transformación de una cClula normal a un estado tumoral o que esto mismo como se reporta 

en Ja literatura, de como consecuencia que las cC:lulas tumorales secreten sus porpios 

!"actores con actividad mitogCnica y que con el1o garanticen su pr-oliferación (4. 13) 

Sería interesante estudiar si la actividad antimitogénica del FIP podria ser empleada 

como un modelo terapeUtico que evite la excesiva proliferación celular tumoral. aunque 

estamos concientcs que -:n este momento el estudio del FIP esta mas enfocado a entender el 

mecanismo por el cual el linaje celular del cérvix r-egula su prolif"eraci6n. 

Otro aspecto importante abordado en el estudio de los factores de crecimiento. es 

encontrar en que punto del ciclo celular operan dichas moléculas ( 4 ). Estas moléculas 

reguladoras del crecimiento tienen la capacidad de inducir a las células a iniciar o no su 

entrada al ciclo celular. (4 J) 
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Con respecto a este punto. cnconlramos que el FIP actUa en la f"ase Gl del ciclo 

celular. cf"ccto que se correlaciona con el efecto de factores inhibidorcs como: el TGF ( 1 1 ). 

el CcRcS-18 (91). la bafilomicina A (92) y el PMA (93). quienes dcliencn la prolireración 

celular en la fase G 1 del ciclo. y específicamente para eJ caso del TGF y CeReS-1 R. en una 

etapa cercana al punlo de restricción entre otros 

Consideramos necesario rcalir.ar el misn10 estudio con citomctria de flujo. y 

determinar de manera precisa en cual de las subfascs de G 1 es donde el FIP ejerce su cf"ecto. 

Asi mismo creemos conveniente tratar de dilucidar cual e!I el mecanismo por el cual el FIP 

regula ncgalivamente Ja proliferación celular. y cuales son las molCculas implicadas en dicha 

regulación 
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CONCLUSIONES. 

• Los fibroblastos de cCrvix humano son capaces de regular su proliferación a través de la 

secreción de un factor con actividad inhibidora de la pl"olif'cración. el cual es dependiente 

de la densidad celular y secretado en el rango de nanogramos 

• El FlP presenta un peso molecular entre 20 y JO kDa, un punzo isocJCctrico cntf"C 5.4 y 

7.4 unidades de pl·I~ y una ru~r-za iónica entre O O 1 S y O 1751\1 de cloruro de sodio. 

• La actividad inhibidorn de la proliferación no esta ..-clacionada con el cf'ecto de: TGFP. 

TNFa._ IFNye IL-Jll 

• El ciclo celular de fibroblastos de cérvix nonnal humano tiene un periodo de duración de 

56.2 horas, de las cuales 16 horas corresponden Ja la fase S. 

• El FIP ejerce su efecto inhibidor en la Case G 1 del ciclo celular de fibroblastos de cCrvix 

humano. 

• El FIP es capaz de inhibir Ja proliferación de tibroblastos de c.Crvix humano. asi como de 

las líneas tumorales CALO e INBL 
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AP•:NDICE 

~~QQ.o-º'-~il_t~!9_d~C_q_l1_i_y_Q._~J~Mt 

Se mide aproximadamente el 90"!• del ,.-olumcn final requerido de agua destilada y 

desioni7...ada y se coloca en un recipiente de lamaflo lo mas cercano posible a Ja medida del 

volumen final a preparar La 1empcratura del agua debe ~er de 15 a 20"C Rajo agitación 

lenta y constante se adiciona el RPMJ-16-10 (RPr"11-lb40 Mcdium Sigma Chcm USA) hasta 

su disolución, no debe aplicar!'>e calor al agua Con un volumen menor aJ 5°/o del tolal de 

agua se enjuaga el paquete que conten8a el ~1ectio en polvo para remover cualquier tnu.a de 

éste que hubiera quedado adherido y ~ adiciona al recipiente 

A Ja solución obtenida se le ad1c10n.'\n 2 O g de Bicarbonato de Sodio o 2b.8 mi de 

solución de Bicarbonato de Sodio al 7Sl!-;. por cada li1ro de volumen final de Medio a 

prepararse El m~'"Clio en su prescnlación comercial contiene ya el aminoácido L-glutamina. 

sin embargo. el cullivo de celular requiere de una mayor concentración del mismo. Por tal 

motivo, en esta etapa de la preparación se adiciona L-glutamina (Sigma. Chern USA) en 

una concentración ::!: m!\.1 La ag1taciOn es útil para la total disolución de estos compuestos 

Se ajusta la solu~ión a pi 1 de 7 :!-7 4 a 20ºC usando para este fin hidróxido de sodio 

Se adiciona la cantidad de agua requerida para completar el volumen final y s.c esteriliza la 

solución filtrándola con membranas de poro de O :?:!~1 

Composición del RPMI- 1640 

Sales inorgánjcas Concentración 
(gil) 

Nitrato de Calcio 4H20 0.100 
Sulf"ato de Magnesio anhidro O 04884 
Cloruro de Sodio 6.0 
Fosrato Dibásico de Sodio 0.8 
anhidro 
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AminMcidos 
L-arginina 
L-a.spar-agina 
L-•cido aspánico 
L-cistina 21fCI 
L-•cido glutámico 
L-glutamina 
Glicina 
L-histidina 
L-hidroxipr-olina 
L-isolcucinas 
L-tcucina 
L-lisina l ICI 
L-mctionina 
L-fcnilalanina 
L-prolina 
L-scrina 
L-trconina 
L-triptofano 
L-tirosina 
L-valina 

Vitaminas 

D-biotina 
Cloruro de colina 
Acido Fólico 
Myo-lnositol 
Niacinamida 
Acido-p-Amino Benzoico 
Acido-D-Pantoténico 
Piridoxina HCI 
R..iboflavina 
Tiamina HCI 
Vitamina B- l 2 

Otros 

O-Glucosa 
Glutation reducido 
HEPES 

0.2 
O.OSO 
0.20 
0.06S2 
0.02 
0.300 
0.10 
O.OlS 
0_020 
o.oso 
o oso 
0.040 
O.OlS 
O.OlS 
0.020 
0.030 
0.020 
0.005 
00288) 
0.020 

0.0002 
0003 
0.001 
0.035 
0.001 
0.001 
0.0002S 
0.001 
0.0002 
0.001 
0.000005 

2.0 
0.001 
5.9S8 



Soluci6n AmoOig\IJUi2!.'Ld~~ft~~ 

Se usa para mantener las células en condiciones fisiológicas estables durante 

periodos conos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. 

Los componentes se diluyen en un volumen final de l litro de agua bidcstilada. 

Cloruro de magnesio 

Cloruro de calcio 

Cloruro de sodio 

Clon..i.ro de potasio 

o 1 8 

02g 

Fosfato monoácido de sodio 2 16 g 

Fosfato diácido de potasio O 2 g 

o 1 8 

80g 

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 mi de agua bidcstilada. Las 

sales restantes, por separado se diluyen en 800 mi de agua bidcstiJada y después se adiciona 

los 100 mi que contiene el cloruro de magnesio y el de calcio Se ajusta a un pl-I de 7.2 a 

7 .4 utilizando BCI 8 N y se afora finalmente a un volumen final de 1 (X)() mi . Esta solución 

se esteriliza por medio de filtros de membrana (Millipof"e) con un di&metf"O de poro de 22µ. 

La solución se almacena a tempcratuf"a de 4°C ha."lta el momento de su uso. 

~ 

Esta solución se empica para despegar células tumorales adhcf"cntes y funciona como 

un agente quelantc que secuestra iones calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su 

preparación se pesan las siguientes sustancias· 

Tris base 

Clon..i.ro de sodio 

3.04 8 

Cloruro de potasio 0.40 g 

800 g 

Etilen-diamin-tctra-acCtico (EDTA) 0.40 g 

Los reactivos se disuelven en 800 mi de agua bidcstilada... se ajusta el pH a 7. 7 con 

HCI 1 O N y se afora a 1 000 ml de agua bidestilada. La solución se esteriliza por medio de 

autoclave a 20 lbs durante 20 mio. 
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Iri=irnL 
La enzima tripsina es utilizada para remover los fibroblastos adheridos de la caja de 

cuhivo. Para su preparación se pesan O 05 8 de tripsina y se diluyen en 100 mi de vcrscno 

estéril. La solución se conserva en refrigeración hasta el momento de su uso 

~~~!Q_n_d.~ti~.li~s~dc_p!:Q!!(~_rpciQ_!'L 

La cinCtica de p..-olffcración de fibroblastos fue calibrada mediante una regresión 

exponencial o scmilogaritmica. aplicando en la fase de prolifCf'"ación exponencial En e5ta 

fase de crecimiento se propone la siguiente ecuación 

y= e dx 

Como sugiere el nombre exponencial, la variable independiente x aparece en el 

exponente. transfonniindosc a la siguiente ecuación 

log y ... log e + x log d 

si: 

logc-a y logd -b 

entonces sustituyendo en la ecuación queda 

log y= a+ bx 

Esta es la ecuación lineal en log y • y en log x. la cual es una función scmilogaritmica,. 

de manera que si se llevan dos puntos a papel semi1ogaritmico se obtiene una recta 

Para la determinación del tiempo de doblaje. se toman :? puntos de la linea recta 

obten.ida en papel scmilogaritmico. en donde el segundo punto corresponde al doble de la 

densidad celular del primero. y se determinan los tiempos correspondientes. los cuales se 

restan... obtcniCndosc con ello el tiempo de doblaje. 
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TABLA DE ABREVIATURAS 

ADN 
AMP 
ARN 
BCSG 
CaCu 
CeRcS-18 
EGF 
EGI 
FCR 
FGF 
FGR 
FIP 
g 
gr 
GTP 
h 
HPV 
IFNy 
IGF 
IL-IP 
IL-2 
kDa 
LT 
M 
MCF 
MDGI 
MHC 
min 
µI 
NlC 
nm 
PBS 
PDGF 
PGE:? 
pi 
RB 
s 
SFB 
TGFP 
TNFa 
TPA 

Acido Desoxirribonucleico. 
~1onofosfato de Adcnosina 
Acido Ribonucleíco 
GJicopCptido de Superficie Celular de Cerebro. 
Canee.- CCn.-ico-Utcrino 
Sialoglicopeptido 1nhibidor 
Factor de Crecimiento EpidennaJ 
lnhihidor del Crecimiento Epidennal 
Receptor para lnmunoglobulina 
Factor del CTecimicnto de Fibroblaslos 
Regulador del Crecimiento de Fibr-oblastos 
Factor Inhibido..- de la Prolif"eración 
Gravedades. 
Gramos 
Trifosfato de Guanosina 
Hora 
Virus del Papiloma l lumano 
lntcrf'crón gama 
FacloT de C..-ecimicnto parecido a Insulina. 
lntcdcucina 1 beta 
lntedcucina 2 
Kilodaltoncs 
Linfolo•tina 
Fase de l\1itosis 
Medio Condicionado de Fibroblastos 
lnhibidor del Crecimiento de Células Mamarias. 
Complejo Principal de flistocompatibilidad. 
Minutos 
Microlitro 
Neoplasia lntracpitdial Cervical 
Nanomctros 
Solución amortiguadora de f"osfatos 
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas. 
P.-ostaglandina E2 
Punto lsoeléctrico 
Pro1cina de Retinoblastoma. 
Fas.e de Sintcsis de ADN 
Suero Fe1al de Bovino 
Factor de Crecimienlo Transf"onnante beta. 
Factor de Necrosis Tumoral alfa. 
12-o-tctro.Jecanoilforbol-13-acctato. 
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