J&j.
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO :

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA

PURIFICACION DEL FACTOR INHIBIDOR DE LA
PROLIFERACION (FIP) Y EVALUACION DE SU
EFECTO EN EL CICLO CELULAR DE FIBROBLASTOS
DE CERVIX HUMANO

T E S ] S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
B I o L o G O
P R E s E N T A

MARIA ANTONIETA CHAVEZ GONZAa)FZ

MEXICO. D. F., 1997

TESIS Con
FALLA DE oriGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A mis padres:
Mara Asuncién Gonzilez G y Gustavo Chavez H, quiencs me han dado la

oportunidad de existir y quienes han colmado mi vida de amor y felicidad.

A mis hermanos.
Tere, Rocio y Gustavo, con qui i pre he partido de alegria,

amor y respeto, y quicnes junto con mis padres me han dado la oportunidad de formnar parte

de una familia maravillosa, de la que todo lo que pueda decir es poco.

A mis abuclitos, tios y primos:
Dc quienes sicinpre he recibido carifio y quicenes cada uno en su momento han

llenado mi vida de ilusiones y fantasias.

A mis amigos.

Quiencs siempre me han apoyado y que han hecho de mi paso por la escuela una
aventura digna de repetirse.

A todos cllos con profundo
amor y respeto.
Gracias,



AGRADECIMIENTOS,

Al Dr. Benny Wciss S. por la oportunidad de intcgrarme a su laboratorio, donde he

encontrado mi verdadera vocacion.

Al M en C. Luis Sanchez S. por todos los conocimientos compartidos y porque ademas de

mi asesor ¢s un amigo.

Al M en C. Fabian Flores, al Dr. Benny Weiss S, al M en B E Enrique Mendiecta y al Dr.

Mario Al irano, por sus ios y aportacionces a este trabajo

A todos los miembros del Laboratorio de Diferenciacion Celular y Cancer, de quicnes he

aprendido mucho y quienes me han hecho sentir en un ambiente de amistad

A los Sciores José Chavarria y Ranulfo Pedraza por su valioso apoyo técnico.

Apgradezco especialmente a todas las mujeres que sin saberlo han contribuido con la parte
mas importante del trabajo




INDICE

Resumen
Introduccién

Marco Teérico

Inhibidores de la Proliferacion

Ciclo Cclular

Crecimiento Tumoral y CaCu
PI; i del Probi

F
Hipotesis

Objetivos

Método

Resultados

Discusion de Resultados

Conclusiones

Literatura Citada

Apéndice
Tabla de Abreviaturas

Pgb’;uuu_




RESUMEN

O caracteristico, tanto f72-vivo como

Las células fibroblasticas pr un cr
in-vitro, cllas regulan su proliferaciéon por medio de la inhibicion por | c
ida como inhibicion del crecimi dependi de la densidad

En este trabajo, se determind que los fibroblastos de cérvix humano, regulan su

proliferacidn a través de la secrecion al medio de una molécula con actividad inhibidora de {a
do Factor lnhibidor de ia Proliferacion (FIP).

inhibidora de la proliferacion sc

proliferacién. Esta molécula se ha d
Nuestros resultados establecen que dicha actividad
incrementa cuando existe un mayor contacto entre las células, estableciéndose un efccto
denso dependiente

La caracterizaciéon bioquimica parcial de este factor, ha revelado que se trata de una
molécula de naturaleza proteica; asi mismo la separaciéon por exclusion molecular en
Sephacryl S-100 ¢ Intercambiadores lonicos, han mostrado que presenta un peso molecular
entre 20 y 30 kDa, y un punto isocléctrico (pl) entre 5.4 y 7.4 unidades de pH, ademas de
que es cluida a bajas concentraciones de cloruro de sodio (0.015-0.125M), lo que indica su
baja fuerza idnica.

En cuanto a la actividad biologica, ¢l FIP ha mostrado inhibir no solo la proliferacion

de fibroblastos de cérvix humano entre un 40 y 60%, sino que también dectienc la

proliferacion de dos lineas celulares tumorales provenientes de cancer cervico-uterino CaCu

(CALO e INBL) hasta en un 60%.
Al comparar el FIP con los inhibidores mayormente caracterizados, se¢ encontro que

el TNFa, la IL-183 y el IFNY, tienen un cfecto mitogénico sobre los fibroblastos de cérvix,
mientras que para ¢l caso del TGFf} se presenta un efecto inhibidor parecido al del MCF. Sin
embargo, cuando se comparé el efecto del FIP con el del TGFB ¢n la linea celular MVILu,
que es dependiente de TGFf3 para su inhibicién, el FIP no mosiré efecto, mientras que ef

TGFp inhibié fuertemente la proliferacion de esta linea celular. Ademas de que ¢l efecto del




TGFpP sobre células tumorales es mitogénico, micntras quc ¢l cfecto del FIP para estas
‘mismas células es inhibidor. No obstante, cuando sc realizaron anilisis de
Inmunoclectrotransferencia y Elisa no se detectd la presencia de  las citocinas antes
mencionadas, al menos cn concentraciones mayores a 6 ng, lo que sugicre que ¢l efecto
inhibidor registrado en el MCF pucde ser debido a alguna citocina diferente a las evaluadas o
incluso a alguna molécula no caracterizada

Las evaluaciones del ciclo celular de fibroblastos de cérvix, demuestran que cstas

células poseen un ciclo celul de aproxi d

56 horas, dentro de las cuales 16
corresponden a la fasc de sintesis de ADN. Finalmente se demuestra que ¢l efecto inhibidor

del FIP, es cjercido en cl tiempo que comprende la fase Gl del ciclo celular de estos
fibroblastos.



INTRODUCCION

MARCO TEORICO

Los organismos cstan constituidos por células que sc encuentran finamente
organizadas formando parte de tejidos, drganos y sistemas. Tal organizacion es mantenida
por cl equilibrio existente entre las células que pierde el organismo y las que gencra para
reestablecer la pérdida de éstas

Este equilibrio esta dado por la tasa de divisiones €S que se pr dentro

de una célula en particular, de manera que en un mi or i pod ar

células 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 hepaticas), o incluso células que

nunca se dividen (neuronas)

Actualmente se sabe que en la regulacién de la divisidon celular se encuentran

implicadas una seric de moléculas que pueden hacer que la célula prolifere (efecto positivo o

), O que per en un cstado de Quiescencia (negativo o inhibidor). Estas

moléculas conocidas como r es del crecimi o circulan en los fluidos corporales,
son producidas por tipos celulares especificos y pucden causar su c¢fecto ya sea en la célula
que lo produce (mecanismo autocring), o en un tipo celular diferente al que produjo el

T lador del crecimi o ( i paracrino).

Moecanismo paracrino

Moecanismo autécrino




Un ejemplo de regulacién del creci o entre diferentes tipos celulares ha sido
observado cntre las células epitcliales y fibroblasticas de diferentes organos.  Las células
epiteliales son células con un contacto estrecho entre si. que recubren todas las superficies
del organismo, las grandes cavidades y la superficic interna de los vasos sanguincos y

linfati . Los iteli pr el tejido contra el dado mecanico, la entrada de

microorganismos y la pérdida de agua por cvaporacion, ademas de ser importantes cn
cuanto al sentido del tacto, ya que tienen terminaciones nerviosas sensitivas.  Sobre las

superficics internas, la funcidn del epitelio es mas comunmente de absorcion o sccrecion (1)

Los epitelios forman dentro del organismo un micro biente que comparten con los
fibroblastos, quienes junto con los macrofagos son los mas importantes constituyentes del
sisterma concectivo. Los fibroblastos son células grandes, planas, ramificadas y de aspecto

fusiforme, poscen prolongaciones ramificantes delgadas, presentan un nuiacleo oval y

alargado, y uno o dos nucleolos Cuando los fibroblastos participan acti eenla

de pr i pre an abund. reticulo endoplasmico rugoso y de ellos depende la
formacién de fibras que constituyen el componente amorfo de la matriz extracelular, que
sirve de sostén a otros grupos célulares, como los epitelios. (2)

Para conocer como estos dos tipos celulares regulan su proliferacion, se han
emplcado técnicas de cultivo de tejidos 2t visro, que permiten aislar, propagar y conservar
diversos tipos cclulares dentro de medios nutritivos en condiciones de laboratorio,
proporcionando asi una basta herramicnta para comprender la estructura, funcién y

regulacion de un sinimero de eventos que suceden dentro de una célula

Los estudios realizados sobre la  divisién celular han aportado informacion que

permite establecer que las células son capaces de responder a factores fisicos (temperatura),
quimicos (pH) y biologicos (hormonas), induciendo a la célula a que se divida o a que pare

dos de cr 1} oo

la division. Dentro de los factores biologicos existen factores d
moduladores biolégicos de la division celular, cuya accion es regular la division, ya sea

estimulandola o inhibiéndola.




Avslmd il

A continuacién se describen los factores de crecimi -] s &
mas estudiados, con el fin de bl el Tt actual sobre éstos y la importancia

que tienen en ¢l mecanismo que regula la division celular.

INMIBIDORES DE LA PROLIFERACION

Las investigaciones realizadas sobre el mecanismo de division celular establecen que
1a homeostasis celular y el delicado balance entre la pérdida y renovaciéon de los tejidos,
depende de dos modos alternativos de existencia, la proliferacién y la quiescencia celular,

1 1 do 1ad

ambos eventos gobernados por = B as e inhibidoras, que por

su naturaleza bioquimica y sitios de accion pueden cambiar a una célula de un estado a otro
).

Hasta la década pasada, mucho se estudiaba sobre la estructura y actividades de
factores de crecimiento y sus receptores de superficie, en los quc se incluyen: hormonas,
factores de crecimiento, factores de adhesion, matriz extracelular, etc, pero poco se conoce
sobre los inhibidores de 1a proliferacion endégenos que funcionan cn la regulacion negativa
de la division celular (3)

inhibidores fue primer sugerida en investigaciones

La existencia de estos
sobre cicatrizacion de heridas y carcinogénesis, siendo muy lento cl avance de csta area de
investigacion, debido s los problemas que presenta la purificaciéon y caracterizacion

molecular de los inhibidores (S)

Los factores con actividad inhibidora de la proliferacion reportados en la literatura
provienen de tipos celulares especificos. presentan diferentes pesos moleculares, y la
mayoria de ellos tienen una naturalcza glicoproteica. Ademas, la mayor parte de estos

es tienen dominijos hidrofobicos o estan asociados con elementos hidrofobicos de

membrana, hecho que aumenta la dificultad en su identiiicaciéon y purificacion. (6).
Actualmente se sabe que las células son capaces de regular su proliferacién a través

de moléculas de naturaleza glicoproteica de bajo peso molecular, que cllas mismas secretan



(moléculas endégenas). Estas moléculas con actividad inhibidora de la proliferacion celular

ejctccn su accién de una mancra autdcrina o paracrina. Se han reportado una cantidad

8r iva de dich lécul. sin embargo soélo algunas han sido purificadas y

dind.

a nivel 1 lar. Las léculas o factores reportados con esta actividad y que

han sido estudiadas a nivel molecular son: la Interleucina-1 beta (I1L-13: de! inglés
Interlcukin 103), el Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGFp: del  inglés
Transforming Growth Factor), el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa: del inglés Tumor
Necrosis Factor), el Interferon gama (IFNy: dcl inglés Interferon) y recientemente la
Interleucina 2 (IL-2: del inglés Interfeukin 2) No obstante los factores inhibidores de la
proliferaciéon ya reportados, aun se siguen enconirando nuevas moléculas con estas
caracteristicas. Este hecho es de esperarse, ya que el campo de estudio es refativamente
reciente, y se espera quce se llegara a establecer en lo futuro con los estudios moleculares
respectivos, la cxistencia de familias que albergucn a la mayoria de estas moléculas La
descripcion que se da a continuaciéon de factores o moléculas con actividad inhibidora de la
proliferacion, estad enfocada primordialmente a las asociadas con las células fibroblasticas y

epiteliales ya que este trabajo presenta como modclo experimental ambos linajes celulares

Factor de Crecimiento Transformante tipo S (TGFf3)

La actividad del TGF[( fue originalmente descubicrta en el medio condicionado de
células de ratén transformadas con el virus de Sarcoma Murino de Moloncy (7). en donde se
encontrd que ¢l medio condicionado podia inducir adbesion al sustrato independientemente
del crecimiento de las células bl (8)

La molécula consiste de dos cadenas idénticas cntrelazadas por puentes disulfuro.
La masa molecular del homodimero es de 25 kilodaltones (kDa) y cada cadcoa csta
compuesta de 112 aminoacidos (9). El gene para el TGFf3 se encuentra localizado en el
cromosoma 19 en humanos y en ¢l cromosoma 7 de ratén, es una molécula altamente
conservada, en la que sélo un aminoacido distingue la forma humana de la del ratén (10),

ademas de saberse que la secuencia bovina cs igual a la del humano. En 1987, sc reponté la




existencia de tres formas del TGFB en el cerdo, las tres moléculas son similares en  peso,

pero hay tipos basicos que difieren cn su secucncia amino terminal (5).

La molécula del TGFP inicia su ino de transd ion de les por dio de un

receptor transmembranal con actividad serina-treonina-cinasa que esta compuesto de tres
subunidades con pesos moleculares de 53, 70 a 85, y 200 a4 400 kDDa. La subunidad dec 70 a
85 kDa, fosforila al ligando de 53 kDa, para posteriormente unirse al TGFB El receptor de
200 a 400 kDa tiene la funcidén de mediar ! accesn ligando-receptor (11)

El TGFf tiene acciones diversas y cfectos opuestos dependiendo del tipo celular y

micr

es capar de regular la proliferacion y diferenciacion celular,
produccion y degradacién de matriz extracelular, ademas de estar involucrado en la
respuesta inmune c inflamatoria (12) l.a molécula se ha mosirado como un fuerte
inhibidor para la mayoria de los tipos celulares no transformados en mamiferos y el efecto es
mas fucrte en celulas cpiteliales, endotclisles, linfohematopoyéticas y algunas células
neuroectodermales (13)  En el desarmollo y desordencs fibroticos el TGF3 puede promover
1a proliferacion celular por un incremento en protcinas de matriz extracelular o factores de
Crecimicnto y sus reccptores,

El TGF ejerce su efecto inhibidor en la fase G1 del ciclo celular, dicho efecto pucde
ser reversible, aunque en células como mioblastos induce diferenciacion terminal y en
algunas células puede inducir apoptosis (11) TGF es ¢l prototipo de antimitéogeno, y el

mecanismo por el cual inhibie la proliferaciéon celular  incluye modi

en técul
como: complejos ciclina-cdk, ¢l inhibidor de ciclinas-CDK's p27 KIP, la proteina nuclear
Rb, cl AMPc, entre otros (14)

Interferin gama (IFNy)

Los interferones (IFN's), son claborados por las células en respuesta a virus,
antigenos o  mitogenos Inducen el llamado estado antiviral, pero a partir de su
descubrimiento por Issac y Lindenmann en 1957, se Ies han atribuido otras funciones como

factores inmunomoduladores, supresores de la proliferacion y diferenciadores Qs).



Debido a sus caracteristicas, se les ha dividido en dos grandes grupos: IFN's tipo I
que comprenden las formas a y B y el IFN tipo 1l o interferén inmune, que comprende la
forma y. El 1IFNy es una molécula codificada por un sélo gene que para cl humano se

encuentra en el cromosoma 12, mientras que en ¢l raton sc pr en ef cro 16
16).

El IFNY es sintetizado cn respucesta a mitogenos, antigenos e 1L-2. Es secrctado por
por macrof: alveolares (15) Existen alrededor de 1000

linfocitos y pr
receptores para IFNy en células normales y un nimero mayor en células tumorales. El
receptor pesa alrededor de 90 kDa y unc al IFNy como dimero, siendo un factor especic
especifico (17).

Se ha observado que para cjercer su efecto, el IFNy necesita de la sintesis de

proteinas, micntras que los IFN’s a y B no. Su ruta de sefalizacion parece incluir proteinas

G. Adenilato-ciclasa, AMPc, iones Ca’’, proteinas ci C ¢ inter bios de Na' e H*
(18). Las acciones del IFNy son controladas por IFNa que lo inhibe, mientras que ¢! factor
estimulador de colonias de macrofagos y granulocitos (GM-CSF), reduce los niveles de

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

Entre sus cfectos se encuentran: cl incremento en la expresion de moléculas del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) Clase I y II, incrementa la expresion de
receptores para inmunoglobulinas G tipos 1 y 11l (FCR) en monocitos, macrofagos y
polimorfonucleares, efectos que comparte con los otros dos interferoncs, pero es mucho
mas cfectivo que ellos (18, 19)  El IFNy media algunas respuestas a través de la induccion
de tos FCR, cntre las que se cncuentran incluidas la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo, fagocitosis, secrecion de enzimas lisosomales, produccion del anion superoxido
(20). El IFNy estimula a las celulas NK en sus funciones, estimula a linfocitos T hacia la
toxicidad, incrementa la produccion de anticuerpos por linfocitos B, es activador de los
macrofagos y controla su capacidad tumoricida 1 vives, asi como su capacidad defensiva

contra patogenos como helmintos, protozoarios, bacterias, clamidias, etc. (15, 16, 17, I8).




El efecto antiproliferativo del IFNy en células tumorales parcce estar mediado por

linfotoxinas, aunque sc picasa que sus i de inhibicién pueden ser d d d

a través de induccion de enzimas antivirales, induccion de genes supresores, pero de funcion
y estructura desconocida, modula los prod de 2 regula la expresion de genes
de factores de crecimi cjerce una i6n directa sobre oncogenes tumorales y aumenta

1as defensas del huésped (15, 16)

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa).

El TNFa, ademas de las propiedades tipices de una citocina, €s una proteina con
actividad reguladora de la proliferacion celular, cuya actividad csta determinada por el tipo
celular al que se liga y a la presencia de otras proteinas reguladoras. Pucde ser un

importante mediador inflamatorio, regulando la actividad de neutréfilos, cosindfilos,

Tinf

T y B y modulando las propiedades del endotelio vascular (21)

‘Tanto el gene del TNFa como el de 1a linfo 1 (L.T), se cnca

dentro de la
regién del MHC en el brazo corto del cromosoma 6 (22)

El TNFa pr a actividad biolo

Bi cuando se presenta cCOmo  un trimero con
subunidades de 17 kDa, pero éstc es primeramente es producido en la célula como un
propéptido de 26 kDa que sc encuentra en la membrana celular donde es biologicamente

activo. La estructura de esta proteina cs parecida a la de algunas otras que son cortadas
para dar Ia forma de 17 kDa extracelular (23).

La LT y el TNF son antigénicamente distintos, pero muestran un 30% de homologia
en su sec ia aminoacidica en la

porcion del receptor. El TNF y la LT no son
unicamente inducidos por endotoxinas, sino por una variedad de¢ otros estimulos incluyendo
promotores tumorales, virus, y mitogenos, pero su produccion puede ser estimulada por

otras citocinas como el IFNy, la IL-1 y los factores estimuladores de colonias (CSF) (24).
El TNFa cjerce su actividad citotoxica mediante 1a union a un receptor especifico de

superficie celular que comparte con LT; este receptor existe con caracteristicas de baja y

alta afinidad en relacion de 10 a 1 (24, 25). Poco sc sabe de las vias de transduccion de la



sefales para cste factor, sin embargo, algunos estudios involucran a una proteina cinasa C,
posiblemente por una fosforilacion directa del receptor (26).

El TNFa puede cstimular Ia proliferacion de varias lincas fibroblasticas diploides
humanas y algunas lincas celulares tumorales (24). Esta accién es sinergistica con el Factor
de Crecimiento Epidermal (EGF), el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquctas (PDGF)

e Insulina (27).

para algn células cuando

Paradodjicamente €l TNFa, es una p
idas por inhibidores de ARN o de sintesis de

éstas han sido metaboli compr
proteinas o virus. Es también téxico para algunas células transformadas y podria suprimir Ia
formacién de de al, lulas h poyéticas normales, tanto de humano como

de ratén in vitro (28)
ion citotéxica del

Algunas lineas celulares iteliales hy son resi ala
TNF. La capacidad del TNFa para ser mitogénico, citostatico o citotdxico o inhibidor es

ademas dependicnte de una seric compleja de eventos extracelulares e intracelulares (29).

Interiescina 1 bera (11-15)

La IL-1, es una glicoprotcina de 17.5 kDa, de la cual existen dos formas, la
interleucina 1 alfa (IL-1a) que tienc un punto isocléctrico (p!) de S, e interleucina } beta
(IL-1B) con pl de 7. Las dos formas de IL-1 son productos de gencs diferentes, que para ¢l
humano sc encuentran en ¢! cromosoma 2 (30) Algunos de los nombres con los que fué
conocida la IL-1 son: Mediador Endégeno de Leucocitos, Factor de Células

Mononucleares, Catabolina, Factor Activador de Osteoclastos, Hemopoyetina, etc (31).

Se conocen dos receptores para la 1L.-1, denominados como IL-1RI ¢ IL-1RII. El
receptor tipo 1 es miembro de la superfamilia de las I1gG, con una vida media de 12 horas.
Se encuentra en fibroblastos, queratinocitos, endotelio, células sinoviales, condrocitos,
hepatocitos, células T CND4”, pero no CD8" y monocitos (32). l.a IL-1 unida a este receptor
se internaliza en los primeros cinco minutos en un 60 a 70 % y sc encucntra en el nucleo

dos horas después. El receptor tipo 11 se localiza en células y lineas de células B



transformadas asi como en neutrédfilos y células de médula dsca. Con un peso de 68 kDa, su
region extracelular presenta s6lo un 28% de h 1

conelr P 1(33). Este receptor
y al cabo de 2 0 3 horas su ligando cs localizado en el nucleo,
Aunque sc dice que ambos receptores pueden unir las dos formas dec IL-1 de igual mancra,
hay evidencia que indica que dependiendo del tipo celular y peci imal, se pr
diferentes sitios de unién y preferencias (30)

es pobr internalizad

Respecio a la transduccion de sciales, existen rcportes contradictorios. Mizel y
colaboradores (1990) indican una protcina enlazadora de GTP, ademas del AMPc y la

protecina cinasa A; O Neil y colaboradores (1990) cstablecen que no han detectado cambios
en los el os antes

dos, sunquc si han registrado cambios en las

concentraciones de Na' ¢ H', y la participacion de una proteina G, pero poco sensible a Ia
téxina de Pertussis (34, 315)

L.a IL-1 estimula la proliferacion de fibroblastos, células musculares, queratinocitos,
células mesangiales, células gliales, linfocitos T y B, asi como precursores hematopoyéticos;
actia como un factor quimiotactico de células T y B, incrementa la citotox.cidad de
macrofagos y activa a infocitos T y B, induce Ia sintesis de colagenasa, 1a resosciéon de
hueso, la produccion de prostaglandina E2 (PGE2) en fibroblastos, macrofagos y células
endoteliales, induce actividad procoagulanie y la adhesividad de células endoteliales, ¢
induce la produccion de IL-1, 1L-2

. 1IL-3, TNF e IFNy (33, 35). En cuanto al cfecto
inhibidor,

ta 1L-1f ha mostrado dectener Ia proliferacion de miocitos y fibroblastos

cardiacos, ademas de su ya reportado efecto inhibidor en células transformadas de musculo

liso y astrocitos (36) También se le ha reportado que inhibe la proliferacion de células
tumorales provenientes de cancer ovarico (37).




Sialoglia dptido inkibid. (CeReS-18)

La molécula CeRcS-18, esta P por una cad polipeptidica de 18 kDa, con
un pl de 3.0 (38B). Mas de! 1026 de la masa de esta lécula esta comp a por
earbohidratos. La desgli ilacion de la lécula con bromuro de hidrégeno, no altera su

actividad inhibidora.

El CeReS-18, se¢ ha mostrado como un p inhibidor dc la si is de pr t y
Ia division celular (39). Para cjercer su actividad biolégica se unc a un receptor de superficie
celular, con un peso molecular de 150 kDa, que se presenta como un componente integral
de membrana.  Para cl caso de los fibroblastos Swiss 3T3 ha mostrado tener entre 2x10*
receptores y ¢l numero de receptores ocupados, se cofrelaciona perfectamente bien con la
inhibicion de la sintesis de proteinas celulares (40).

Este inhibidor ha mostrado también detener el ciclo celular de dichos fibroblastos en
la fase G1, en un punto cercano al punto de restriccion (41). CeReS-18 ha mostrado ser un
potente antagonista de la accion mitogénica, ya que puede inhibir Ia sintcis de ADN de
manera  independicnte  de  la  estimulacion con el promotor de tumor 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). el EGF y la bombesina (42).

En cuanto a la transduccion de sefales ¢l CeReS-18 aumenta considerable en el nivel
de calcio, pero no inhibe la expresion de genes como c-fos, c-myc y c-ras (43) Una
propiedad inusual de CeReS-18, que lo distingue de otros inhibidores, es su amplio rango de
accion, cjerciendo sy cfecto tanto en células de vertebrados como invertebrados, pero
especialmente tiene efecto en cultivos de fibroblastos y células epiteliales, asi como muchas
células transformadas y no transformadas, entre las que se encuentran (ueratinocitos,
endotelio, células embridnicas, neuroblastomas, fibrosarcomas, ylioblastomas, leucemias
mieloides, con excepcion de la linea céluar HL60 (34). Existe interesantemente una relacion
de la inhibicion del ciclo celular con la presencia de la proteina Rb en un estado
hipofosforilado, obscrvando que las lineas celulares que presentan Rb hipofosforilada son
detenidas por CeReS-18, mientras que las células donde Rb sc¢ cncuentra en un estado

hiperfosforilada, mutada o ausente, se manticnen proliferando. (345)



Inkibidor del Creci de Célul, ias (MDGY)
El inhibidor de la proliferacion MDGI fue inicialmente aislado de células de

carcinoma mamario de Ehrlich. Presenta una naturaleza proteica con un peso molecular de

13 kDa y se¢ ha mostrado scnsible a Ia temperatura. (14).
£l MDGl aparece asociado pero no limitado a las membranas de superficic cclular,
Presenta similitud estsuctural

obteniéndose actualmente de homogenados de membranas.
con ! inhibidor de crecimicnto de fibroblastos. pero se ha demastrado que se wrata de

moléculas diferentes. pero relacionadas (46)

El mecanismo por cl cual el MDGI deticne el ciclo celular no ha sido establecido,
pero su accion inhibidora disminuye en presencia de EGF o insulina. También se ha sugerido
que el inhibidor es una proteina acarreadora de lipidos, o que lo propone como un
candidato en la comunicacion de la superficie celular y el nicleo (6)

Glicopdptido de Nuperfice Celular de Cerebro de Ratin (BCSG-Rarcrn).

El BCSG es una molécula que inicialmente sc purificé de la corteza cerebral de
ratén, por hidrolisis protcolitica suave, el cual inhibié la sintesis de proteinas y la division
celular cuando fue adicionado a cultivos exponenciales de células procedentes de riion de
ratén BHK-21. (47) Cuando la actividad inhibidora se¢ separo por filtracion en gel, se

b que corresponden a pesos moleculares de

demostsré que el inhibidor eluye cn dos fr:
25-30 y 6-10 kDa, la composician de carbohidratos mucstra que tanto la fraccién de alto y

bajo peso molecular estan commpuestas de aproximadamente el 6%a de carbohidratos (48)

Aunque la sintesis de proteinas fue totalmente inhibida por el BCSG, la sintesis de
ARNm no parece cstar influenciada, lo que sugiere quc el punto de accion dei BCSG esta
asociado primeramente con la traduccion y no con la transcripcion (39)

El BCSG ha mostrado inhibir cultivos de fibroblastos embrionarios de ratén y
suspcensiones celulares de cercbro neonatal, micntras que las lineas de raton transformadas

fueron resistentes, o complctamente refractarias al efecto inhibidor. Esta resistencia puede



ser debida a las enzimas hidroliticas secr das por las células transformadas, como un

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

Interlescina 2 (I1L-2)

La Interlcucina 2 es una citocina caracterizada inicialmente de células Jurkat y una
linea lcucémica de células T. Es una glicoproteina con un peso molecular entre 15 y 18

kDa, que a una icion  ho & de 133 inoacid aunque i

variantes en su glicosilacion, lo que le confiere la variacién en el peso molecular y punto
isoeléctrico, que va de 6.6 a 8.2 (50).

La IL-2 es producida principal c¢ por linfocitos T citotdxi . €S un potente
regulador dcla prolifeacion de las células T, y su actividad afecta la proliferacion y
difer iacion de célul B, células naturales ascsinas (NK), asi como de algunas células no
linfoides (51)

Estudios recicntes han demostrado que los fibroblastos humanos expresan receptores
para IL-2 en su membrana y esta cxpresiéon disminuye durante el envejecimiento de las
células. También, se ha demostrado que la 1L.-2 es capaz de disminuir de una mancra dosis
dependiente la proliferacion de fibroblastos embrionarios 3T3 y de una linea celular de
linfoma B (52)

Contactinhibina

La contactinhibina ha sido caracterizada como una glicoproteina de membrana
plasmitica de 60 2 70 kDa. que puede jugar un papel importante en la inhibicidn del
crecimiento dependiente de la densidad

Esta molécula ha mostrado inhibir la sintesis de ADN hasta cn un 75% de una
manera depedicnte de la dosis y ha mostrado reducir el namero celular hasta en un 60%,

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



La molécula tiene un pl de 5.5 a 6.2, que cs ¢l intervalo en que ha mostrado una
fuerte actividad inhibidora. Los anailisis electroforéticos sugieren que se trata de una cadena
polipeptidi imple, y ad As se han registrado cinco especies diferentes de contactinhibina

1as cuales dificren principalmente en su grado de glicosilacién (54).

La actividad biologica no ha sido restringida a fibrobl h ya que
los fibroblastos de raton responden a dicho cfecto inhibidor, sin embargo, existen wvarias
ibles a Ia inhibiciéon de la proliferacién por

lineas celulares transformadas, que son i

contactinhibina (53)

Glicopéptido de Superficie Celular de Cerebro de Boviro (BCSG-Bovino)

Este inhibidor presenta importantes propicdades biologicas similares a las del BCSG
y s¢ ha encontrado bajo condiciones reductoras, con un peso molecular entre 16 y 18 kDa.
La molécula posec un pl de 8 | y probablementc existe una variante estructural con pl de
8.3 (38). Esta moliécula ha mostrado inhibir la sintesis de proteinas y 1a proliferacion celular
de una manera reversible y no toxica, actuando sobre la fase G2 del ciclo celular de la linea
celular BHK-21 y células ovaricas de hamster, por lo que no se considera un inhibidor

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

F de Crecimi P idos a I 1, (1GF's)

Las moléculas conocidas como IGF's, constituyen un grupo de moléculas
multifuncionales que regulan no solo el transporte a través de la sangre y su entrada a los
espacios extravasculares, sino tarmbién la presentacion de receptores de superficie. Hay seis
isoformas de los IGF's denominadas IGF-BP-1 al 6, y de cllas, las formas 3, 4, y 5 son
secretadas por fibroblastos (56) En genceral estas moléculas tienen un efecto reversible y

resistente a la temperatura, lo que sugiere que estos factores inhibidores del cr
pueden ser péptidos. glicopéptidos o glicolipidos, aunque la naturaleza quimica cxacta dc

estos inhibidores no se ha determinado.



lccular de 45 kDa, se

En el caso particular de la IGFBP-3, que pr a un peso

sabe que es producida por células endotclinles, fibroblastos, osteoblastos, asi como lineas

tumoralcs derivadas de mama y prostata Esta molécula ha mostrado inhibir la proliferacién

de fibroblastos embrionarios de ratén (57) y de pollo. asi como el crecimiento de

fibroblastos de ratén Balb-c independientemente de 1a induccion con factores de crecimiento
como FGF y PDGF (56).

La molécula IGFBP-4 ha sido purificada de medio condicionado de la linea celular

de carcinoma de colon HT29, en dondce tiene un efecto inhibidor (58). En cuanto a la

bl h os transfor d. con «l

IGFBP-5 ha mostrado inhibir el crectimiento de fibr

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

diferencial, y un efecto variable en fibroblastos de musculo de ratén, pero todas conservan

su naturalcza inhibidora (56)

R. lador del Crecimi de Fibrobl, (FGR)

E! FGR es un factor inhibidor de la proliferacién, aislado de medio condicionado
proveniente de cultivos de alta densidad celular de fibroblastos 3T3. El factor consiste en un
polipéptido estable al acido, con un peso molecular de 13 kDa (3). Es capaz de inhibir de

manera reversible y dosis dependiente la proliferacion de los fibroblastos 3T3, por lo que se

ha propuesto como una molécula autocrina, que juega un papel fundamental en la

regulacion del crecimiento de dicha linea cclular (S)

Inkibidor de la Proliferacion Hepdtica

E! Inhibidor de la Proliferacion Hepatica es una molécula purificada de higado de
rata que migra como un polipéptido de 26 kDa bajo condiciones reductoras. Presenta un pl
de 4.65 y ha mostrado inhibir reversiblemente la proliferacion celular y la sintesis de ADN en
células epiteliles normales de higado de rata, aunque no presenta efecto sobre células

transfomadas de¢ higado o células de hepatomas en cultive (3)



Inkibi, del Crecimi Epida 1 (EGT)

El EGl cs una molécula obtenida de plaquetas humanas, capaz de inhibir el

imi de células no lig de epitclio derivado de higado dc rata bafalo. Presenta

cr

un peso molecular de 27 kDa, y esta comp o de dos unidades de peso idéntico, es una

molécula estable al calor, pero sensible a ditiotreitol (DTT) Ha mostrado la capacidad de
inhibir diferentes lincas celulares de origen epitelial (60)
inhibidoras antes mencionadas, existen algunas otras

Ademas de las moléculas
la proliferacion de células

reportadas en la literatura que son capaces de detencr
fibroblasticas humanas, pero cuya caracterizacion bioquimica ha sido muy lenta, entre ellas
se encuentra una molécula inhibidora l1a cual es producida por fibroblastos embrionarios de
pulmon normal humano. que es capaz de reducir la sintesis de ADN (61) FEsta molécula es

un glicopéptido con un pcso molecular de 1 8 kDa cuya actividad inhibidora de la

proliferacion ha sido asociada con su composicion de aziicar (62)

Otra molécula inhibidora ha sido aislada de higado de rata adulta, esta molécula cs
sensible al acido y la temiperatura, prescnta un peso molecular de 37 kDa, y es capaz de
detener en la fase Gl det ciclo celular de fibroblastos de higado de hamster de una mancra

dosis dependiente (63)



FACTOR PESO PUNTO CELULAS EN QUE ACTUA | ACTIVIDAD
INHIBIDOR | MOLECULAR] ISOELECTRICO EN EL
{&kDa) (ph) CICLO
TTGFp'* 23 Células humanas no G1
fi . aR)
epitelio, endotclio.  células
linfohcmatopoydtcas ¥
ynales
TNy 3 7% 20y 25 ERILE] Células de mamifero
TNFal =~ 17 Células iransformadas
I 1pY 175 7 M ¥
asi como clélulas dc  cancer
ovarico
CeReS 18 T [E3 3 3 de G1
organos  con Rb  funcional, | (ccrcano a R)
queratinacitos, cndotchos.
v
MDGITT 13 Fibroblastos ¥y cedlulas de cancer
mamarno
BCSG- 25-30y 6-10 Fibroblasios de raton
Raton™™ cmbnionico, celulas
FGRYY ~ 13 Fibroblastos_3T3
L2 15-18 6682 161 embronicos 113
HIY 26 46 S Epstcho normal de higado de
rats
Contactinhi- 70 5562 Fibroblasios humanos v de raton
bina?">
BCSG- % ®.1-R3 Céfulas de ovano dec hamsicr., G2
Boving**** linea RHK.21
1GF s= a3 .
tureores de mama y  prostata.
fibroblastos ermbriénicos de ruton
y pollo. células de cancer de
colon
EGI™ 27 Célutas no malignas, epicho de
higado de rata bafalo, lincas
celulares
7 150 v de raton
? 18 Fibroblasios cmbndnicos  de
pulmén
7 37 Fibroblastos dc  higado  dc Gt
hamster
‘Tabla que de mancra tas princi istical cas v sitios de accidn de los
i i de la p reportados cn Ia bicramra. TGFB. Factor de Crecimicnto Transformanic tipo
beta. IFNy: Interferon gama  TNFu: Factor de Necrosis Turporal tipo alfa. IL-1[1: Intericucing | tipo beta.
CcReS-18: Si 11 del C de Células Mamarias. BCSG-
Raion: Glicopéptido dc Supesficic Celular de Cercbro de Ratén. FGR Regulador del Crecimicnto de
i 1L-2: Intcricucina 2. HI. Inhib. dc ta Proliferncion | ica. BCSG. : Gli i
a i EGI:

de Superficic Celular de Cercbro de Bovino. 1GF's: Factores de C
Inhibidor del Crecimicnto Epidermal. 7 Inhibidores con nombre ain sndeterminado.



CICLO CELULAR

La divisién celular es el i fund:

} por ¢l cual todos jos organismos

P En or i s unicelul

vivos se d

©s como bacterias, cada division cclular produce
un individuo u organismo adicional y en especies multicelulares, un gran numero de
divisiones son requeridas para crear un nuevo individuo, de tal manera que en un organismo
adulto, la division celular es

ia para r plarar las células que son perdidas por

accidentes, destruccion y muerte celular programada, gencrandose millones de nucvas

células cada segundo, solamente para mantener el stafus quo

’ Este fenomeno, implica que un organismo para poderse replicar requicre de una serie
de eventos cclulares que le permitan generar a un nucvo individuo, en estos eventos se
incluye la duplicacion del matersial genético y de todos los organclos celulares, hecho que
permite a un organismo replicarse muchas veces desarrollando una actividad de division

ciclica. Este ciclo cclular que comprende todas las reacciones que sc deben llevar a cabo
para la generacion de un nuevo organismo o indi

iduo se realizan en difcrentes fases.

Los detalles del ciclo celular pueden variar de un tipo celular a otro, pero ciertos

requerimientos son universales. Primero, 1a cdélula debe prepararse para generar dos células
hijas con caracteristicas genéticamente idénticas y segundo, ¢l proceso de division celular

debe ir acompanado de 1a duplicacion de todos sus organelos citoplasmaticos (63)

La mayor parte del trabajo necesario para la preparacion de la division celular, se
produce de una manecra imperceptible al microscopio durante la fase del ciclo celular
denominada “Interfase™, por lo que resulta difici! establecer fases estrictas en la progresion
de Ia célula en crecimiento durante la interfase

Una excepcion importante la constituye la
sintesis de ADN,

en donde el material genético nuclear se replica constituyendo una etapa
muy especifica de la interfase llamada fasc de “Sintesis de ADN™ (fase S)

La otra fasc
concreta del ciclo es la  divisi

on celular, que incluye la division nuclear (cariocinesis) y la
division citoplasmatica (citocinesis), que se produce a continuacion

La cariocinesis y la
citocinesis ¢n conjunto, reciben el nombre dec “Mitosis™ (fase M), Quedan por lo tanto el

periodo comprendido entre la fase M y el comicnzo de la sinteis de ADN, que recibe el

nombre de G, (del inglés Gap, separaciodn), y el periodo comprendido entre el final de la



sintesis de ADN y la fasc M siguicnte, que recibe el nombre de fase Ga. Por consiguiente, la

interfase csta p por ivas fases Gy, S y G y normalmente abarca un 90% o
mas del tiempo total del ciclo celular (65).

Esquema  del  ciclo
oclular, en donde 3¢
obscrva la  interfasc
{(que comprende Ias
fases G1, S y G2). asi
como ¢l momento dc
Ilntecrfase 1a divisidon celular.

La duracién del ciclo ceclular, varia grandemente de un tipo celular a otro, por
ejemplo, las células nerviosas, las fibras de musculo esquelético y los eritrocitos,
generalmente no se dividen después de alcanzar la madurez, aunque siguen sintctizando
ARN y protcinas a lo largo de su vida, mientras que otros tipos celulares como las células
sanguineas, epitcliales, endoteliales, células del tejido conjuntivo, etc, se dividen rapida y
continuamente a lo largo de 1a vida de un organismo La principal diferencia entre las células
que sc dividen rapidamente y las que se dividen con lentitud, reside en el tiempo que pasan

en la fase G, del ciclo celular, pudiendo permaneccer en este estado dias e incluso aftos (66)

Generalmente cuando las células se encuentran en estado quiescente en ¢l que no

proliferan (fase Go), el cor ido de ADN lular per sin modificacion, el tamaio

cclular disminuye, y las proteinas y ARN son degradadas rapidamente y no son

resintetizadas con prontidud, ademas que las actividades enzimaticas y de transporte
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Estas caracterisitcas hacen una notable distincion entre las fases Go y G, del

disminuyen.
ciclo celular.

La fase G,;, comprendida cntre la mitasis y la sintesis de ADN, incluye una
importante serie de eventos en los que la mayoria de los factores mitog; ¢ inhibidores

de crecimiento puecden ejercer sus efectos, en esta fase las células requieren un metabolismo
extra, y por ello algunos autores la han subdividido en cuatro subfases Qque se describen a

continuaciéon:
C im (C), esta caracterizada por

La primera subfase, denomi de
incr oencltr P
La siguente, ecs la subfase de

1e y nutrientes a través de

cambios en la estructura de la cr
ia membrana, asi como la produccion de nuevo ARNm
Entrads (Gu). ¢n clla sc lleva a cabo la sintesis de algunas nucvas macromoléculas
(proteinas y acidos nuclceicos), asi como el incremento de enzimas glicoliticas y polisomas.
L-a subfase dc Progresién (G.), se caracteriza por una clevada sintesis de protcinas, por lo
que muestra una alta sensibilidad a inhibidores o estimuladores de la misma (67), esta
subfasc de G, también s conocida como Punto de Restriccion (R), y solo puede terminar

idad ial de una cierta proteina de disparo

si sec logra acumular una
(denominada tambien proteina U, del inglés “‘unstable protein™), esta protcina hipotética,
s6lo alcanzard una concentracion clevada cuando se sintetiza con relativa rapidez, y su

acion disminuira br e durante la fase de mitosis (65). Cuando la célula ha
logrado cruzar el punto R, entra a la ultima fase de G, (Gi.), © Ensambiaje, en donde sc da

un movimiento de enzimas dentro del nucleo y su organizacion dentro de un complejo que

cataliza la sintesis que se requcrira dentro de poco tiempo (67).
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CRECIMIENTO TUMORAL Y CaCu

El crecimiento celular, esta regulado por procesos que responden a las necesidades
del cuerpo. En un organismo joven o en desarrollo la multiplicacién celular excede la
muerte, pero en un organismo adulto los procesos de nacimiento y muerte celular se
producen de una mancra balanceada, para mantener un equilibrio que permitan mantener el
status quo del individuo  Para algunos tipos cclulares humanos, la tasa de renovacion es
rapida, como sucede en ¢l caso de las células intestinales y ciertos tipos de células
sanguincas (globulos blancos), cuya vida media es de pocos dias, antes de ser reemplazadas
En contraste, cxiste otro grupo de celulas sanguineas como los globulos rojos que tienen
aproximadamente una vida media de 100 dias, ¢ incluso existen células que tienen un
numero minimo de divisiones (células hepaticas y/o musculares), o que no se dividen durante

toda la vida del organismo, como sucede con las células nerviosas (68)

Muy ocasionalmentc el estricto mecanismo que regula la multiplicacion celular se
rompe, y llega a generar un crecimiento nulo o desmedido de las células, ain cuando el

organismo no lo requicra

Una manifestacion del crecimiento desmedido sucede en el caso del cancer Las
células cancerosas presentan diversas propiedades que las hacen peligrosas para ¢l huésped,;
incluyen a menudo la capacidad de invadir otros tejidos y de inducir la vascularizacion
capilar (69). Sin embargo, uno de los rasgos caracteristicos de las célula cancerosas estriba
en que responden de manera anormal a los mecanismos de control que regulan la division de
las células normales y continuan dividiéndose de una forma incontrolada dafando el 6rgano

invadido o inclusive provocando la muerte del huéped

Las células cancerosas contingan dividiéndose en cultivo, mas alla del punto en que
las células normales se detienen por inhibicion por contacto, proliferando y encimandosc
incluso cuando ya no pueden extenderse sobre la superficie de la placa de cultive (65). A
diferencia de las células normales, las células tumorales requiren de menos concentraciones
de factores estimuladores de la proliferacion, generalmente proporcionados por el suero
(69), ¢ incluso se ha reportado que estas células son capaces de producir sus propios

factores mitogénicos y garantizar con ello su sobrevivencia (4)
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ificad tini . dependiendo del érgano en que

Las células "osas son cla
tienen su origen o del tejido del cual son derivadas. Al mismo tiempo existen diferentes

grados de transformacion cclular en un mismo cancer, como sucede con ¢l Cancer Cérvico-
Uterino (CaCu)

El CaCu, es uno de los canceres de mayor incidencia y es la principal causa de
muerte entre las enfermedades ncoplasicas de mujeres mexicanas. Los tumores de cérvix se

desarrollan a partir de precursores preinvasivos que pueden cxistir por varios aflos sin
Las anormalidades

generar algun sitoma que permita detectar su presencia (asintomatico)
tempranas del cérvix conocidas como Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), se
diagnostican gencralmente en mujeres de entre 30 y 40 afos de edad y para que un NIC

evolucione a CaCu se require de un periodo de entre 5 y 10 afos
Los carcinomas (origen cpitelial) tienen una alta capacidad de diseminarse y para que

esto suceda se requiren 10 afios para que las células transformadas penctren en la membrana

basal ¢ invadan otros tejidos. una vez ocurrido esto, s probable que la paciente muera entre

los 2 y S afos siguientes (70)
La ctiologia dcl CaCu, cs desconocida, pero estudios epidemioldgicos mucstran que

el riesgo de cancer cervical esta fuertemente asociado con el inicio de la actividad sexual a
edad temprana de la mujer, con ef nimero de compaderos sexuales y por la alta multiparidad
(71).

Otros factores de riesgo incluyen compuestos del tabaco, que han sido encontrados
en la mucosa cervical, ¢l uso de anticonceptivos orales y depresores del sistema inmune, asi
como dictas bajas on cardtenos y vitaminas C y A (72) El CaCu esta directamente
asociado con la infeccion por el Virus del Papiloma t{umano (HPV: del inglés Human

Papilloma Virus), que forma parte de una amplia familia de virus que induce tumores
epiteliales y fibroepitceliales El tipo de lesion causada dificre entre los tipos de virus, por
cjemplo el HPV] es ¢l responsable de papilomas plantares, mientras que el HPV6 causa
lesiones benignas de laringe

En e! caso del CaCu los HPV tipos 16 y 18 sc han catalogado como agentes causales

y sus ADNSs han sido detectados en un 90% de las bidpsias (73).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el i de regulacién de la proliferacion cclular intervienen un variado

namero de clementos que llevan a la célula a un estado de division o de quicscencia Dentro
de cstos elementos reguladores se encuentran factores fisicos (temperatura, humedad),
quimicos (pH. concentracion de iones) y biolégicos (moléculas producidas por las propias
células y que tienen efecto autécrino y/o paracrino), que integrados bajo ciertas condiciones
y en un determinado microambicnte dan a las células las condiciones propicias para su
regulacién.

En el caso particular de las células cpiteliales y fibroblasticas, estirpes celulares que
se encucntran en casi todos los drganos y que guardan una estrecha interrelacion, se pensaba
que el proceso de su division ccelular era Unicamente detenido cuando la membrana
piasmatica de una célula tenia contacto con la membrana de otra por un cvento conocido
como inhibicion del crecimiento dependiente de la densidad

Investigaciones recientes han mostrado que la inhibicion de la proliferacion no solo
esta relacionada con la densidad celular, sino que también presenta relacion con la secrecion
de moduladores bioldogicos (mitogenos ¢ inhibidores), de los cuales s6lo algunos se
encuentran completamente carecterizados No obstante la informacion generada, ain no es
claro cudles Yy cuantos son los factores de crecimicnto que interviencn en la repulacion de la
division de estas dos estirpes celulares y de qué manera gjercen su accion, por lo que es
necesario realizar estudios que aporten informacion al respecto

En base al hecho de observar que los fibroblastos de cérvix normal humano detienen
su proliferacion no sélo por inhibicion por contacto, sino también por la secrecion de un
factor con aciividad inhibidora de la proliferacién presente en el medio condicionado de
estas células, surge la necesidad de estudiar dicha actividad inhibidora, con el objeto de
aportar informacion que permita determinar algunas de las caracteristicas bioquimicas del
factor, asi como su accién en ¢l ciclo celular de estas células. La informacién generada

contribuira a entender de una forma mas ad da, el i de regulacion de la

divisién celular de estas células
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HIPOTESIS.

Es conocido que la divisién celular esta reguiada por factores de reguladores de la
proleferacién celular (mitogenos e inhibidores), que son secretados por diferentes tipos de
células, y cuya accion puede ser autderina o paracrina, también sc sabe que las células

fibroblasticas y epiteliales son

P de parar su divisién cuando han llegado a una fase de
confluencia que les confiere un estado de quiescencia.  Se ha reportado a su vez, que
fibroblastos provenicntes de diversos Organos son capaces de secretar factores proteicos con
actividad inhibidora dc !a prolifcracion, actividad que que en la mayoria de los casos es
ejercida en la fase G1 del ciclo celular  En base a lo anterior, podria csperarse que las
células fibroblasticas provenientes de cérvix  humano sean capaces de secrctar su propio
factor con actividad inhibidora de la division cuya actividad pueda ser autocrina o paracrina,
y que al igual que los inhibidores ya descritos en la literatura ejerza su efecto en la fase Gl
del ciclo celular.



OBJETIVOS GENERALES
Purificar parcialmente la actividad inhibidora dec la proliferacion (FIP) presente en el
medio condicionado dec cultivos de fibroblastos confluentes, provenientes de cérvix
humano.
Determinar si el FIP ejerce su accion en la fase G1 del ciclo celular de fibroblastos

de cérvix h o

-]

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer cultivos confluentes de fibroblastos provenientes de cérvix humano y obtener
el Medio Condicionado (MCF)

Purificar parcialinente el Factor Inhibidor de la Proliferacion (FIP) y determinar algunas
de sus caracteristicas bioquimicas bdsicas (Peso Molecular, Punto Isoeléctrico, Fuerza
I6nica).

Comparar la actividad inhibidora de la proliferacion presente en el medio condicionado de
cultivos de fibroblastos confluentes con Ja actividad o efecto que cjercen el Interferon

gama (IFNy), Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), Factor de Crecimiento
Transformante tipo beta (TGFB ) o Interleucina ! beta (IL-13) sobre fibroblastos en fase

de crecimiento exponencial

Determinar mediante analisis de Elisa ¢ Inmunoclectrotransferencia si en ¢l medio
condicionado provenicnte de cultivos de fibroblastos confluentes se detectan las citocinas
antes mencionadas

Determinar el tiecmpo que dura el ciclo celular de fibroblastos de cérvix, asi como la
duracion de la fase S

del ciclo celular de células fibroblasticas

Establecer si ¢l FIP actia en la fase Gl
provenientes de cérvix humano.
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METODO

Obtencion de fibroblastos normales a partir de biopsias de cérvis

Los fibroblastos de cérvix humano fueron obtenidos de biopsias de tejido de
cérvix. de pacientes somectidas a histerectomia por causas diferentes a cancer cérvico-
uterino (casi sicmpre miomatosis uterina) Una vez obtcnida la pieza quirurgica, cl
fragmento de cérvix fue transportado en medio de cultivo RPMI al 20% de sucro fetal de
bovino (SFB) a 4°C, y se proceso durante las siguientes 2-3 h

El proc tento istio en T ar ¢l tejido en trozos pequedos (5 mm) y
depositarlo en un matraz erlenmeyer de 50 ml que contenia 15 ml de tripsina al 0. 05% en
solucion salina de verseno y un agitador magnético El matraz se colocod en un baio con
agua a 37°C y en agitacion durante 15 min.  Después de cste tiempo, ¢l sobrenadante se
decantéd en un embudo con malla y sc colectd en un tubo conico que contenia 1 ml de
SFB.

A continuacion al tejido remancnte, se le adicionan otros 15 ml de tripsina al
0.05% cn verseno y sc llevd a bafo de agua a 37°C en agitacion constante por otros 15
min. Al término de este tiempo, la suspension celular contenida en el sobrenadante fuc
filtrada a través de un embudo con malla y recolectada en un tubo conico

Los tubos que contenian los filtrados se centrifugaron a 500 g durante 5 min.
Una vez centrifugado, se retird el liquido sobrenadante mediante decantaciéon y al boton
celular resultante fue resuspendido en 5 ml de medio nutritivo RPM1 suplementado con
10% de SFB l.a suspension celular fue sembrada en cajas de cultivo de § ml
(COSTAR) y mantenida en una incubadora Scientific al 526 de CO2 y una atmosfera de
humedad a punto de rocio durante 24 h. Al cabo de este tiempo se realizé un cambio de
medio por medio nucvo (RPMTI al 10% SFB), de manera que solo permanecieran cn el
cultivo las células adheridas  Después de 5 a 7 dias se obticnen cultivos celulares de

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

b

una poblacié tular mas homogénea
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La resiembra sc realizo cuando las cajas de cultivo presentaron un numero celular
importantc (aproximadamente el 70% de saturacién) A las cajas de cultivo se les retird
completamente el medio de cultivo y se les adicionaron 2 mi de tripsina al 0 05% cn
verseno {para cl caso de las cajas COSTAR dc 5 ml) dej
min en la incubadora
microscopio

en esta sol

por 3
Al cabo de este tiempo la caja de cultivo fue observada en un
invertido  para asegurarse quc las cclulas estuvieran complctamente

desprendidas  En seguida, con resuspension vigorosa se completd la remocion de las

células y la suspension celular fue centrifugada a S00 g durante 5 min El boton cetular

fuc resuspendido en RPM1 al 10% de SFB, para posteriormente distribuir las células en
concentracioncs de 20, 000 células/caja A esta resiembra se le llama R1
La siguicnte resiembra (R2), sc utilizd para ensayos de actividad bioldgica.

cinéticas de proliferacion o para obtencion de medio condicionado Las c€lulas no se
emplearon para ningun tipo de ensayo después de la resiembra 3 (74, 75)

Es importante mencionar que para verificar la normalidad de todas las biopsias
obtenidas, en el Laboratorio de Diferenciacion Celular y Cancer se  realizd un analisis
inmunocitoquimico, asi como determinacion de citoqueratina y desmogleina, a través de
anticuerpos El analisis inmunocitoquimico mosird que las biopsias procesadas son
normales al no prescntar ninguna alteracion en sus capas basales El analisis de
determinacion de desmoglcina y citoqueratina sugieren que las células utilizadas en los

cultivos no son epitelios, 10 Que nos hace pensar por exclusion, quce sc trata de fibroblastos

Obtencién de células tumorales de CaCu CALO ¢ INBL y de Ia linea celular
MvilLu.

Las lincas celulares tumorales criopreservadas CALO e INBL, provenientes de
dos biopsias diferentes de pacientes con cancer cérvico-uterino (76). asi como 1a linea
epitelial de pulméon Mvyv1Lu se descongelaron y se hicieron crecer en en RPM1 al 10% de
SFB. Las células fueron mantenidas en condiciones de cultivo similares al de las células

fibroblasticas y se utilizaron para ensayos de actividad biolégica cuando se encontraban
en una fase de proliferacion exponencial
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Evaluacién de Ia Proliferacién Celular mediante In técnica de Cristal Violeta
alcalinas, que le permite

id a o disminuye

El colorante cristal violeta, posce caracteristicas

incorporarse a 1os nuclcos celulares.  El numero de nicleos

conforme la prolifcracién celular se ve estimulada o inhibida (77)

con un cultivo coantrol que no recibe ningan estimulo, y sc realizo de la siguicnte manera
1.1%% durante 10 mun, para

El ensayo sc evalua

Las células fueron fijadas con glutaraldelido al
posteriormente ser lavadas con agua bidestilada y secadas al aire A las placas sccas sc

les agrego una solucion de cristal violeta al 0 196 (hasta cubrir complctamente las

células), manteniéndose cn agitacion durante 10 min  Una vez concluido este tiecmpo las

placas de cultivo se lavaron exhaustivamente con agua desionizada o bidestilada (de
manera que ¢l colorante no incorporado sea retirado), para posteriormente secarse al aire

¥ a temperatura ambicnte A las cajas de cultivo se les afadio acido acético al 10%2% (que
remueve ¢l colorante de los nucieos celulares), dejando en agitacion durante 20 min, para

finalmentec leer la absorvancia a 590 nm

las  concentraciones ccelulares, los valores obtenidos fueron

Para conocer
extrapolados en una curva patron en donde se sembraron numeros celulares conocidos,

de mancra que los resultados pudieran ser evaluados en una regresion lincal  También,

los valores de absorvancia se relacionaron con el cultivo control

Cinética de Proliferacion
Esta técnica se empled para determinar el tiempo de doblaje de los fibroblastos de

cérivx normal humano.  Para ello, se sembraron por quintuplicado 2500 células/pozo, en

placas de 96 pozos en 100 1l de medio de cultivo al 10% de SFB La densidad celular
fuc determinada cada 23 h durante 10 dias por medio de la técnica colorimétrica de
incorporacion de cristal violeta

El tiecmpo de doblaje sc determino
exponencial de proliferacion, (la manera en como se realizé se describe en el apéndice).

interpolando dos puntos en la fase
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Ensayos de actividad biolégica

La actividad inhibidora presente en ¢l MCF se dctermindé mediante cnsayos
experimentales en los que s¢ evalud cada uno de los MCF sobre el cultivo de céiulas
fibroblasticas o tumorales en fase exponcncial Para cada cultivo inducido se determiné
el nimero y sc comparo con un control al quc no se aplico inductor.

Para ¢l caso dc los ensayos en que €l efecto del Factor Inhibidor dec ta
Proliferacion se compard con el de inhibidores ya reportados, se emplcaron fibroblastos
en crecimiento exponencial y a los cultivos se les aplicé 10, 1 y 0.1 ng/ml de EGF; 10, 1
y 0.1 ng/ml de TNFa, 1,01 y 001 ng/ml de 1L-13, 50, Sy O S U/mlde IFNyy 10, 1 y
0.1ng/mi de TGFB. Después de cuatro o cinco dias en cultivo, sc cvalué el porcentaje de
proliferacion mediante la técnica de cristal violeta, comparandolos con un control libre

de inductor

Evaluacién de Proliferacién por incorporacion de Timidina Tritiada

Esta tecnica consiste en la asimilacion del nucledtido timidina (marcado con tritio
-3H-) al ADN de las células en cultivo, de mancra que cuando las células se encuentren
en fase de sintesis, incorporen la timidina marcada Cuando se realiza estc tipo de
evaluacion es recomendable emplear cultivos celulares sincronicos, con la finalidad de
obtener una mayor representatividad de la poblacion celular en la fase de sintesis del

ciclo celular

blacion celular mediante climi ién de

La técnica consistid en sincronizar la p
SFB del cultivo por 36 h, para posterionmente sembrar ¢l namero adecuado de células y
adicionar a cada pozo o plato de cuhtivo 1 uCi de 3H-timidina (Amersham, actividad
185mbq) por mililitro de medio de cultivo. El tiempo de adicion del isdtopo puede variar
de acuerdo con las condiciones del experimento. Después de concluido el tiempo de
cultivo celular las c¢élulas se lavaron con  solucion amortiguadora de fosfatos (PBS),
posteriormente se les agregd metanol al 95% on PBS durante 20 min, y nuevamente sc
lavaron con PBS. Una vez lavadas, se agregd NaOH 0.4M de manera que por lisis

cclular se liberara €l ADN marcado con la timidina incorporada. El lisado celular (que
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contenia €l ADN marcado con timidina tritiada) se colectd en filtros de fibra de vidrio
(Brandel FP-30) a través de una cosechadora, la cual permite climinar la timidina no
incorporada que sc ra en el sobr dant

Los filtros que contenian ¢l ADN de
las células que incorporaron el isdtopo, fueron secados a temperatura ambiente y

posteriormente colocados cn viales para flco, quc co 1!

trisol o liquido de
centelleo, que se emplea para amplificar las lecturas del material incorporado. Finalmente

los viales fueron lecidos on un contador de centellco de emision Beta (Beckman 1.S6500)
8)

Determinacién de la primera fase de sintesis de ADN del

ciclo celular de
fibroblastos de cérviz humano

Esta técnica sc realizo empleando cultivos de fibroblastos de cérvix en R2, que
previamente se sincronizaron por ¢liminacion de SFB del cultivo por 36 h
En cajas de cultivo de 23 pozos, se scmbraron

5,000 fibroblastos/pozo en 1 ml
de RPMI al 10% de SFB

En el momento de la siembra (tiempo 0) los primeros cuatro
pozos fucron sembrados con timidina tritiada a una concentracion de 1 pCi/ml (primer
pulso) Después de 4 h de cultivo las células pulsadas fueron fijadas con mcetanot al 95%
y los siguientes cuatro pozos sc pulsados como cn el caso anmterior, los pozos fucron
fijados con metanol al 25%5 en las siguientes 4 h. Este procedimiento se repitio hasta
alcanzar un periodo de 72 h, para finalmente evaluar ¢l ensayo empleando la técnica de
Evaluacion de¢ Proliferacion por incorporacion de Timidina Tritiada, descrita
anteriormente

Determinacién del efecto del FIP en 1a fase G1 del ciclo celular de fibroblastos de
cérvix humano.

En cajas de cultivo de 24 pozos se sembraron 10,000 fibroblastos en RPMI al
10% dc SFB. Dc estas cajas, sc tomaron 4 pozos cada 4 h y se les aplicd MCF cntre 20 y
30 kDa producto de 30 scparaciones cromatogrificas en Sephacryl S 100. Los cultivos
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a los que sc aplico MCF (a las 4.8,12, ctc hasta 40 h) fueron nuevamente incubados,
se habian realizad

hasta completar un periodo de 56 h, de manera que para este tiemp
10 pulsos con MCF cn intervalos de 4 h, en los que se tenia repr
del cuttivo hasta iniciada Ia primer fase de sintesis (dato aportado en la evaluacion antes
La manera ecn como sc realizé ¢l ensayo se muestra en ol siguiente

et cr

mencionada).
esqucma. La flecha indica cf tiempo en que sc aplicd el MCF.

oh 36 h
+
6h 4 3 56h
6h 5, 56h
3 12, ) - 36 h
6F %, : 36 h
0% 20 . - - 36h
6% 2 R 36 h
6h 38 4 36 h
oh 37, 36 h
oh 35, 56 h
6h 40 36 h

Tiempo de Evaluacién

A todas las cajas de cultivo se les aplicd 1| pCiymt de Timidina Tritiada desde el
inicio del experimento y fueron evaluadas por el método de Ewvaluacion de la
idina Tritiada i do anteriormente.

Proliferacién por incorporacion de Ti

Obtencién de Medios Condicionados
Los medios condicionados de fibroblastos (MCF) de cérvix normal humano se

obtuvieron después de que las células en cultivo llegaron a la fase de confluencia. El
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medio se centrifugd a 1000 g para retirar ¢l detrito celular y sc almacené a 4°C en

recipientes de vidrio  estériles, hasta el momento de iniciar ¢! procedimicnto de
purificacion.

Tratamiento det MCF con tripsina, temperatura y &cido.

E! MCF fue tratado con la proteasa tripsina al 0.05% en verseno, durante 30 min
a 37°C. Al cabo de este ticmpo, la actividad de la tripsina fue neutralizada con SFB para
posteriormente evaluar su actividad inhibidora.

Paralclamente. otra cantidad de MCF fuc somctido al contacto con acido acético

al 10 y 40% (10 y 40% AA) por 30 min a

pcratura ambi y fi otra

mucstra de MCF fue calentado a 60 y 100°C durante 30 min

Todos los MCF fucron concentrados por liafilizacion y posteriormente se midid

actividad inhibidora de 1a proliferacion sobre fibroblastos en cr

exp< jal. El
ensayo se evaludé mediante la técnica colorimétrica de cristal violeta

Purificacién del Medio Condicionado:

Precipitacion del MCF con Sulfato de Amonio.

A 500 ml de MCF con sucro sé les agregaron 156 gr de sulfato de amonio, €l pH
fue ajustado a 7.2 y el MCF se mantuvo en agitacién constante durante 30 min. Una vez
concluido este tiempo ¢l MCF se centrifugd durante 30 min a 17,700 g's. Al
sobrenadante obtenido, se le adicionaron 107 gr de sulfato de amonio, se ajusto el pH a
7.2 y nuevamente se agito durante 30 min. El MCF fuc centrifugado a 17,700 g's
durante 30 min, y ¢l precipitado (en el que se encucntra la actividad inhibidora de la
proliferacion), fue recuperado en un tubo conico
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Didlisis y Concentracion del MCF precipitado a)l 80%.

El precipitado obtenido det paso anterior de purificacion, se coloco en una bolsa
de di is con poro de 1 kDa, (Spectra/Poor MWCO 1000) y se introdujo en un
recipiente que contenia agua en una proporcion de 1000 veces el volumen contenido en
1a bolsa de dialisis

El agua fue cambiada cada 2 h durante Ias primeras 6 h. después cada 12 h hasta
alcanzar un periodo de 48 h. Por uhtimo, ¢! agua se cambio por PBS diluido 1 4 en agua
en donde el MCF se dejo dializando por otras 8 h

Una vez concluido este tiempo ¢l contenido de la bolsa de dialisis se recuperd en
un tubo de centrifuga, y s concentré 100 veces por medio de liofilizacién en un
SpeedVac (SAVANT AES2000)

Cromatogralia de Exclusién Molecular.

Una columna cromatografica de 35 cm de altura y 1 5 cm de diametra fue
empacada con la resina Sephacryt $-100 (Pharmacia Biotech ), 1a columna se equilibréo
con solucién salina (PBS) isotanica pH 7.0 y  se calibré con moléculas de peso molecular
conocido. Después de esta calibracion se determinaron por medio de regresion lineal,
los intervalos de elusion de las proteinas de acuerdo con su peso molecular

En la columna antes mencionada se¢ aplicaron 15 nul del MCF precipitado con
sulfato de amonio concentrado 100 veces y las proteinas cluidas fueron coieciadas en
intervalos dc peso molecular (>30kDa, entre 40 y 30 kDa, entre 30 y 20 kDa y < a 20
kDa), de acucrdo con los datos de la regresion lineal realizada inicialmente

Sc realizaron 30 scparaciones cromatograficas consecutivas, y se colectaron
todas juntas de acuerdo con sus intervalos de peso molecular (pool) Los pools de peso
molecular obtenidos fucron concentrados por liofilizacidn, hasta obtener 500 pl de
volumen final

Cromatografia de Intercambio Iénico (catiéonico y aniénico).
Una columna cromatografica de 35 cm de alto y | § ¢m de diametro se empaco

con la resina de intercambio anidnico DEAE Sephace! (SIGMA ), o bien con resina de
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intercambio catidnico Sulfopropil Sephadex (SIGMA), cada columna sc cquilibré con
Tris 5 mM pH 7.4 o citrato de sodio 5 mM pH 5 4 respectivamente.,

En cada uno de los intercambiadores se aplicaron 15 pl de MCF precipitado al
80% y concentrado 100 veces La clusion de 30 scparaciones cromatogrificas en cada

columna se agrupo de la siguientes manera. fraccién no retenida, fraccion retenida eluida
con 0015 a0 ) 75M de NaCl y fraccidn retenida cluida con 0 2 a 0.5M de NaCl. Todas

las fracciones se concentraron por medio de liofilizacion, hasta obtener 500 ul de

volumen final
Despues de cada paso de purificacion, se evalud actividad biolégica por medio
de la técnica colorimétrica de cristal violeta. Asi mismo se realizaron corrimientos
acién de

clectroforéticos en geles de poliacrilamida SDS y se ot

proteinas

Cuantificacién de Proteinas.
La concentracion de proteinas fue evaluada con un cquipo de deteccion de los

aminoacidos cistina, cisteina, triptofano y tirosina, los cuales forman un color parpura
bi ion con el do de

cuando reaccionan con acido bicincronico (BCA) en c«
Biuret (BCA Protein Assay Reagent PIERCE) . El color obtenido exhibe una fuerte
absorvancia a 562 nm y las lecturas de las muestras fueron comparadas con una curva

patrén de albamina sobre la cual se hizo la determinacion (79)

Electroforesis.

La clectroforesis cn geles de poliacrilamida SDS sc realizd de acuerdo al método
de Leammli (80), excepta que la concentracion del gel concentrador fue de 4.5%. Las
concentraciones finalcs ¢n el gel separador fueron de 0-375 M Tris-HCI (pH 8.9y 0.1%
Los geles se polimerizaron por Ia adicion de 0.05% de persulfato

de SDS, y al 12 5%)
muestras se disolvicron en una

de amonio y tetrametileno-diamina (TEMED) Las
solucion que contenia 100 mM de Tris-HC1 pH 6 8, 1% de SDS, 10% de glicerol, 50
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mM de DTT y 0.01% de azul de bromofenol La clectroforesis fue realizada con voltaje

constante de 100 V por 2 h emplecando marcadores de peso molecular conocido:
fosforilasa b (94kDa), albimina sérica bovina (67kDa). ovalbumina (43kDa), anhidrasa

carbénica (30kDa), inhibidor de soya (20 1 kDa) y a-lactalbGamina (14 .4kDa)
Los geles fueron tefidos con azul de Coomasic y con la técnica de tincién con

plata (Color Silver Stain. PIERCE), la cual permitio teflir proteinas que se encontraban

en concentraciones de nanogramos (81)

inmunoclectrotransferencia
Las protcinas (en este caso las citocinas cvaluadas), fucron transferidas a

membranas de nitrocelulosa segun ¢l método de Kyhse-Andersen (82), en un aparato de
transferencia en humedo a corriente constante de 100 mA durante 2 h La eficiencia de la

transferencia sc determind mediante tincidon de la membrana de nitrocelulosa con
Ponceau S y destedida con agua destilada  L-a nitrocelulosa que contenia las protecinas

bloqueada con 5% de leche semi-descremada  en  solucion

inmovilizadas fue
amortiguadora TBS durante toda la noche a 4°C. Las membranas se incubaron con los
anticuerpos correspondientes a cada citocina en TBS al 5% durante 2 h a temperatura

ambiente para luego ser lavada cinco veces con TBS durante 10 min cada lavado

Posteriormente s¢ utilizé un anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina
diluido en TBS-5% de leche, incubandolo durante 2 h a temperatura ambiente  Después
de lavar la membrana ésta fue revelada en 5 ml dc solucion amortiguadora de fosfatasa
alcalina que contenia S-Bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato y azu! de tetrazolio La reaccién

se detuvo después de 1S min lavando con agua destilada

Ensayo de Elisa.
Cien ul de MCF fucron colocados en una placa de cultivo de 96 pozos durante

24 h, al cabo de este tiempo se agrego ol anticuerpo primario (anti I1L-103, anti TGF@3,

anti TNFa) 1 do diferentes dilt Este anticuerpo se dcjo incubar 1 h a 37°C,

P
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para postcriormente lavar con PBS-Tween 20. Scguido de este lavado sc incubé con
100 ! de anticuerpo secundario por 1 h a 37°C, nucvamente sc lavd con PBS-tween 20

y finalmente se adicionaron 100 ul de dihidrocloruro dec o-fenilendiamina (OPD)

manteniéndolo en oscuridad por 10 min, después Ia recaccion es detenida con 25 ul de
H;SO, y cf ensayo sc cvalia en un lector de microplacas ELISA a una longitud de onda
de 490 nm

En cl ensayo se empled un control positivo, en donde al MCF le fue adicionada la
Asi mismo sc empleo un control negativo, en donde solo se dirigio el

citocina a cvaluar
anticuerpo sccundario, con la finalidad de eliminar los posibles errorcs provocados por

alguna union inespecifica del anticuerpo secundario (83)

Todos los experimentos referidos en este trabajo fucron realizados al menos por

triplicado y con un numero minimo de tres repeticiones

Anislisis Estadistico.
Los resultados obtenidos en los cnsayos experimentales fueron somctidos a dos
alisis de varianza, quc establece un

prucbas estadisticas, una denominada ANDEVA o an
valor medio denominado Gran Media, con una distribucién de los datos de una manera

normal y nos dice que tan alejados estan los valores promedios de las muestras de nucstros

ensayos con respecto &4 la Gran Media, lo que determina si la muestra presenta un

comprotamiento de distribucién normal o no; la segunda prueba denominada Prueba de
Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher, se realiza cuando el analisis de varianza

indica que existe diferencia entre las medias de dos o mas poblaciones, indicandonos entre

que pares de medias existe esta diferencia.
La DSM se¢ define como la diferencia minima que puede exitir entre dos medias de

muestras significativamente diferentes
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RESULTADOS

En nuestro modeclo de estudio, los fibroblastos de cérvix normal humano, muestran
una inhibicién de la proliferacion cuando los cultivos han llegado a la fase de confluencia, no
obstante, existen areas donde las células tiencn espacio para scguir proliferando y sin
embargo no 10 hacen Este hecho sugiere que el paro de la divisién de estas células, no sélo

sc da por el contacto entre cllas, sino ademas por la participacién de factores solubles con
actividad inhibidora

Para confirmar esta sugcrencia, se determiné el efecto del medio condicionado (MC)
de fibroblastos confluentes sobre cultivos de fibrobl en crecimiento ial

P N

encontrando que dicho medio presento actividad inhibidora

El haber encontrado que los fibroblastos producen un factor con actividad inhibidora
de l1a proliferacion (FIP), genera una seric de preguntas tales como' la produccion del FIP ¢s
secretada cuando las células se cncuentran en un estado dc confluencia, €s decir en un
contacto estrecho entre célula y célula; 6 qué caracteristicas fisicoquimicas presenta este
factor; entre otras Para dar respucsta a algunas de estas cuestiones, en este trabajo se
evalué si el cfecto inhibidor esta relacionado con la densidad celutar, para lo cual se
sembraron la misma cantidad de fibroblastos en cajas de diferente arca de cultivo,
generando cultivos con diferentes grados de contacto entre las células (mayor cuando el area
era menor). Se colecto el MCF a las 24 y 72 hrs, para evaluar

1).

la presencia del FIP (Figura
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El ensayo demostréd que la actividad inhibidora presente en el MCF es claramente
mayor cuando las células se encuentran en e} cultivo de menor area, o sea en un cstrecho
contacto, por lo que sc podria

pensar que 1a actividad inhibidora esta directamente
relacionada con la densidad celular

Conociendo quc la mayoria de los factores con actividad inhibidora dc la
proliferacion  hasta ahora conocidos son glicoprotcinas,

el MCF fue sometido a un
tratamiento: con tripsina (0.05% durante media h), con 10 y 40% de acido acético (10 y
40% A:A) y a 60° y 100 °C durante 30 min, y asi determinar si esias condiciones que se
sabe desactivan proteinas, suprimen o disminuyen la actividad inhibidora presente en este
medio. i

(Figura 2). Basados en quc s¢ sabe que estas glicoprotcinas tienen bajo peso

olecular, se utilizé una fraccion del MCF cntre 20 y 30 kDa, obtenida por cromatografia
de exclusidén molecular.
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Fig. 2 Efccto de la tnpsina. ¢l #cido acético y la temperatura sobre la acinadad inhibidora presenie en cl
MCF. (-) Control, (MC¥ 20/30) Fracciones cromatogrificas de MCF entre 20 y 30 kDa cluidas por
exclusion molecular, (MCF+TRIP) MCF incubado con inpsin: al 0 05% por 30 minutos. (10%%A. A y
40%A.A); MCF incubado por m mlnulos con el 10% y 40% de acido acéuco respectivamente. (60°C y
100“0 MCF a Go* y 100°C e La sc realizd sobre
la p de dcctr\1‘ . con 15ul de MCF (a los quc
e apl-cb alghan tratamicnto) €n un volumen final ¢¢ 100 i El ensayo se¢ evalud con 1a técnica de cristal
violcta.

Los resultados muestran que el MCF sin tratamiento tiene una actividad inhibidora
del 72% (control positivo), mientras que en ¢l caso del MCF tratado con tripsina, la
actividad se reduce a un 44%. En el caso del MCF tratada con 10 y 40%% de acido acético,
asi como a 60 y 100°C, la actividad inhibidora es bloqueada totalmente. Estos datos
sugicren que la actividad inhibidora de la proliferacion presente en ¢l MCF confluentes es
llevada a cabo por una molécula de naturaleza proteica

Para caracterizar la molécula que prescnta la actividad inhibidora de la proliferacion
en ¢l MCF, cs nccesario establecer una metodologia de purificacion, que nos permita
obtener a dicha molécula lo mas pura posible. Como las condiciones en que se encucntra

dicha actividad es un medio complementado con suero, (el cual contiene una gran cantidad



idad de solubilizarse o

de proteinas séricas) y basados cn que las protcinas ticnen la

pr pi bajo determinad. i de sal, se procedid a determinar en que

porcentaje de sulfato de amonio ((NH):SO. ) precipita la actividad inhibidora de la
proliferacion (Figura 3)
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SULFATO DE AMONIO
Fiigura 3 Dcter dal de sulfato de amonio, requendo para precipstar a activaidid
1a p on en el MCF  (-) Coutrol, (20, 40, 60, y Rira) MCF precipitado con
sulfato dc amomo al 20, 41}, 60 y Kirte Los p fucron en de
en e cial. con 13 ul del precipitado en un volumen final de 100 )

Los rcsultados mostrados en la Figura 3, establecen que la actividad precipita con
una concentracién mayor al 40%% de sulfato de amonio, por lo que sc decidio realizar una
precipitacion inicial al 50% que nos permite retirar parte de las proteinas contenidas en el
MCF, para luego proceder al precipitado al 80%%

Una vez obtenida la fraccion del MCF precipitada al 80% con sulfato de amonio,
concentrada 100 veces por liofilizacion y dializada contra PBS, el MCF sc paso a través de
una columna dec exclusion molecular Scphacryl 5-100, en un cromatografo de alta presion,
con ¢l fin de obtener ¢! rango de peso molecular en que la proteina inhibidora de Ia
proliferacion cluye. Se realizaron 30 separaciones cromatograficas y las fracciones

obtenidas fueron agrupadas cn 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
clegidos, basindose en resultados previos, en los que el MCF habia sido fraccionado en
membranas de corte de amicon de 30 kDa, y la actividad sc registrd en la fraccion menor a
30 kDa. Una vez obtenidos los grupos de fracciones de peso molecular, se procedié a
determinar en que fraccion s¢ encontraba 1a actividad inhibidora (Figura 4)

Los resultados mucstran que todas las fracciones presentan actividad inhibidora,
comportamicnto que no es de sorprenderse ya quc sc trata de una cromatografia preparativa
donde las curvas quec representan la clusion de las proicinas presentes se traslapan,
mostrando una mayor actividad en donde 1a proteina se encuentra en mayor concentracion
La actividad mostrada cn las fracciones mayores a 40kDa, fue de 20%;, las fracciones cntre

30 y 40 kDa de 40%6, mientras que la fraccion con peso molecular entre 20 y 30 kDa

presenta una actividad inhibidora del 6025, sugiriendo que la proteina con actividad

inhibidora de la proliferacion se encuentra en cste rango de peso mc Estas

fracciones se someticron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 526y aunque sc
encontrd un patron de bandeo similar, la proporcion de las bandas es diferente de acuerdo
con cada una de las fracciones, esta observacion concuerda con la suposicion de que las
curvas de clusion se¢ encuentran traslapadas (Figura 5). Lo importante de csta mctodologia
es que nos permite enriquecer a la proteina con actividad inhibidora FEl hecho de observar
las bandas de proteinas entre 20 y 30 kDa solo con tincion de plata, indica que éstas son

secretadas en cantidades de nanogramos
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Figura 4 Dcterminacién del rango de peso molocul:ur en que chne la en <l
MCF de ser o cn de exc) « y! S-100)  (-) Control;
(PBS). amor 2 de dilurdo 1 4 cn agua, (>40, 30/40, 20730 y <20). fracciones.
MCF con peso molecular manyor a 40 kia, entre 30 y 40 hDa, cntre 20 y 30 kDa y menor a 20 kDa
respecuvamente Evalurci6n realizada sobre 1a dc f de ctnax  humano cn
crecimicnio exponenclal con B 5l de cada una de las fmcoioncs en un volumen final de 1004, Evaluacién
con cristal violcta

Figura § El en get de

al 12.5%, cn condicioncs reductoras.  Carmil 1,
MCF cntre 20 y 40 kDa (tincidn con azul dc
Coomasic), Carril 2, Protcinas calibradoras
(unci6n con arul de Coomasie), Carril 3, MCF
ecntre 20 v 40 kDa (tincién con plata); Carril 4.
Prowcinas calibradoras (tincion con plata). En
los carriles 1 y 3 sc aplicaron 25 pg de proicina
total
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Para continuar con el proceso de purificacion de la proteina inhibidora y conociendo
la mi idad de cargas

que todas las proteinas ticnen un punto en el que pr
positivas que ncgativas, sc procedioa cluir ¢t MCF precipitado al 80% concentrado 100
iOni y i6nico) ando los

bio idnico (

veces a través de col de inter

siguientes resultados. (Figura 6)

% DE PROLIFERACION

Vv canomco

hib cn las fi MCF cluidas con

gradientes de clornuro de sodin en Infercambiadores lomcos. (-} Control, (N R) fraccidn no retenida en cada
uno de los intercambiadores, (0.015-0.175 y 0.2-0.5): que con un d« cloruro
de sodio de 0-015 2 0.1750 y dc 0.2 a 0.5 M respoctivamenie. ©n cada uno de los inlerciimbiadores. La
determinacién sc realizo on fibroblastos de cérvix en crecimiento exponcencial donde sc aplicarén 15 ul de
cada una de las de los . en un final de 100 ul. Evaluacién con

cristal violcta.

Figura 6. E dc la

Como se observa cn la Figura 6, el MCF scparado en cl intercambiador cationico a
pH dec 5.4, mantuvo la actividad inhibidora cn la parte retenida de la columna, actividad que
fue cluida cn una concentracidon de cloruroe de sodio de 0.01S a 0.175 M. El mismo
comportamiento fuc observado en la muestra cluida en el intercambiador aniénico a pH de

7.4. Estos resultados indican que la protcina inhibidora de la proliferacion presenta carga
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positiva a pH de 5.4 y una carga ncgativa a pH de 7 4, sugiricndo con esto quc el punto

isoeléctrico de la proteina puede encontrarse en este rango de pH.

Con respecto al proceso de purificacian antes mencionado, es de esperarse que la
actividad sc incremente conforme se incrementa ¢l grado de purcza del FIP. Esto se observa
en la Tabla |, en la que a mayor ficiente de purifi id6n, mayor rango de actividad
inhibidora de la proliferacion, tanto en la cromatografia de exclusién molecular como cn los

intercambiadorcs ionicos

Tipo de Mcdio Proteinas Actividad Inhibidora | Coeficiente de punificacion.
(mg/mi) (%)
MCF total xS 5-15 [o]
MCF pp 80% 42 53-69 60.7
(100)
MCF 20/40 3.8 52-74 301.3
Int. Anionico 28 52-54 490
(50%%)
Int. Cationico 33 18 260
(50%)

Tabla 1. Relacion entre la concentracion de <l dc pu ¥ la actividad inhibidorn
de 1a proliferacién.  Concentricion inicial total de proteinas 6%7.5 mg en 275 m} dc MCF.

do que exi en la literatura

Simultaneamente al proceso de purifi ion y co
moléculas con capacidad de inhibir la proliferacion de células fibroblasticas y epiteliales. la
actividad del MCF fue comparada con las moléculas inhibidoras mejor caracterizadas hasta
el momento, que son: el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), el Factor de Crecimiento
Transformante beta (TGFf), el Interferon gamma (IFNvy), y la Interleucina 1 beta (IL-103),

usando en todos los casos Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) como control positivo,
en bas estirpes lulares (Figura 7).

ya que sc ha repontado que tiene efecto mitog
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Figura 7 . Efecto del IFNy. IL-1f, TNFa, TGFP y MCF, sobre Ly prohifcracién de fibroblastos de cérvix
crecimicnio exponcncisl (- ontrol, (EGF) Control positivo 10ng/ml, (IFNy) interfcron gama SOU/ml,
(IL-18); Inierteucina 1bcta Tng/ml, (TNFa) Factor de Necrosis Tumoral alfa 10 ng/ml, (TGFfl) Factor dc
Creciticnto Transfoanantc beta 1ong/mi, (MCF): Madio Condicionado de Fibroblastos cntre 20 » 30 kDa

(15ul). Evaluacsén con crrstal violcta

y. y la IL.-1( presentan un cfecto

Los resultados indican que el TNFa, el IF!
proliferador sobre los fibroblastos, mientras que el TGFB y el MCF presenta una actividad

inhibidora de la proliferacion que corresponde a un 25% y 43%, respectivamente. No

obstante el efecto proliferativo de! TNFa, INFy e IL-13, no podemos descartar que ef
efecto inhibidor reportado para cstas citocinas sca dependiente de la dosis, por lo que fue

necesario realizar un ensayo dosis-respuesta para cvaluar esta posibilidad
Los resultados obtenidos en ¢l ensayo de dosis dependiencia (Figura 8), muestran

que el TNFa, el IFNy, y la IL.-1f tienen un efecto proliferador o nulo dependiendo de la
concentracion de citocina empleada, mientras que el TGFf3 manticne su efecto ihibidor de la

proliferacion de fibroblastos normales, efecto que disminuye conforme se reduce la cantidad

de citocina.
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P - - vene
Figura B. Efecto doms-respuesta de TNFa. IFNy, IL-18 y TGF}3 sobre la p 6n dc de
cérxix normal cn (-} Control. (EGF) Factor de Crecimicnto Epidermal

10, 1 y 0.1 ng/ml, (TNFa) Factor de Necrosis Tumoral alfa 10, 1 y 0.1 ng/ml; (IL-13) Intericucina ] beta
1, 0.1 y 001 ng/ml, (IFNy) Interferdn pama 30, S 3y 03 Wml, (TGF) Factor de Crocimiento
Transformante beta 10, 1y 0 1 nyml, (MCF), Modio Condiconado dc Fibroblsios cntre 20 y 30 kDa (15u)
Evaluacién por cristal violcta

En cuanto al efecto dosis dependiente del MCF (Figura 9) | se abserva que la

actividad inhibidora de la proliteracion aumenta gradualmente conforme aumenta la

concentracion de MCF, llegando a ser de un 55%6 cuando se utiliza el 100% de MCF.

- DE INDUCCION CON MCH

A D PROLFERCON
!

anura 9. Evaluacion dosis-respucsta dcl MCF, sobre la pi de cervix normat

de
. (=) Control; (1, 10, 30, 50, 70, 90 y 100): Porcentnjc de MCF aplicado
a un volumen total de l()OuJ Fvalu;lclon por cristal violeta
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Con la finalidad de determinar si en el MCF se a alg dc las
anteriormente citadas con actividad inhibidora de la proliferacién , se realizaron evaluacionces

de Inmunoelectrotransferncia y Elisa.  Estos cnsayos demucstran que en el MCF

concentrado 100 veces, no se encuemtra TGF, TNFa e 11.-10 al en

mayores a 6 ng/ml. (Figuras 10y 11).

a3 ED —

axe -

Figura 10. Detecciodn de 1L-1 TGFPRy TNFu a traveés dc la 1écnica de Inmunocicctrotransferencia , en e

MCF 100 veces (1) F (45,29, 20y 12.4 kDa), (2) 100 ng dc TNFa; (3):

30 ml de MCF, (4): 100 ng dc TNFa, (8):, 65 ng de TGFP, (6). 30 ml de MCF; (7): 65 ng de TGFp, (%),

100 ng de IL-1(5: (9): 30 mi de MCF. (10). 100 ng de IL-1.  En los carnles 3.4,6,7.9 y 10 fué dirigido
primanoy ano; y cn los carriles 2, S y 8 5610 anticuerpo secundario.

Figura 11. Dcteccion de [L-13, TGFB y TNFa medianic la técnica de Elisa en ¢} MCF 100 veces
concenlrado (+) Control positivo de [L-13, TGFB y TNF« (MCF): 1 i en ¢l Medio
C dc 100 veces concentrado; (-): Control ncgative de IL-1f, TGFB y TNFa

respectivamente.
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El hecho de no detectar TGFB en ¢l MCF con las técnicas de Elisa ¢

Inmunoclectrotransferencia, no descarta la posiblidad de que esta citocina se encuentre cn
dente que ¢l TGFPB molécula fuc la Ganica

cantidades menores a 6 ng. Teniendo como
citocina capaz de inhibir la proliferaracién de fibroblastos al igual quc cl FIP, sc¢ procedio a

evaluar ¢l cfecto de ambas moléculas sobre la proliferacion la linea celular MvI1Lu, cuya
caracteristica es que su division celular es dependicnte de TGFP, por Jo que si cn ¢l MCF se

encuentra TGFf, la linea MviLu detendra su proliferaciéon. (Figura 12)
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Figura 12. Efecto del TGFP ¥ cf MCF sobre la proliferacion de la linca cctular MviLu cn crecimiento
exponencial. (-): Control;, (TGFf) Factor de Crecumiento Transformante teta 10ng/ml. (MCF1: 15 ui deo
MCF sin ningun tratamicnia de punificacién, (MCF) 15 ul de MCF precipitado al 80%% con sulfato de
amonio, concentrado 100 veces por hofilizacién y dializado contrn PHS diluido 1.4 Evaluacion con cristal

wviolcta.
Los resultados mucstran que las células Mv1iLu, que fucron cultivadas en presencia
de MCF no inhibiecron su proliferacion aun cuando éste se utiliza 100 veces concentrado,

mientras que las células que fucron cultivadas con TGFf inhibicron su proliferacion cn un
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39%. Estos resultados sugieren que la actividad inhibidora de la proliferacion presente en <l
MCF cs debida a una citocina difcrente al TGFB.

La actividad inhibidora registrada en Jos ensayos biolégicos del MCF se encucntra en
un rango del 40 al 60%% de inhibicién, lo quc establece que de cada 100 células, 40 o 60 de
cllas deticnen su division, sugiriendo quc dicha actividad actia en una fase cspecifica del
ciclo celular En la literatura se ha publicado que la gran mayoria de los factores inhibidores
cjercen su accion en la fase G1 dcl ciclo celular. Para determinar si el FIP acta en ésta fase
s necesanio tener un punto de referencia, Que nos indique el momento en que las células

comienzan a sintetizar ADN, y con ello saber si o FIP actaa antes o después de este punto

100
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Figura 13. Evaluacién de la primer fase de sintesis de ADN cn
humano. El ensayo sc rcalizd sembrando 10,000 células por poszo en placas de 96 posos. Cada punto en 1a
©s al dice det

grifica represcnta ¢! promedio de cuatro posos. Las des son v
valor promcdio Esic ensayo cs ¢! representativo de cuatro

13, los fibroblastos sincrénicos requieren  de

Como sc observa en la Figura
proximadamente 36 h de cultivo para iniciar la primer fase de sintesis. y dentro de este




lapso de tiernpo estarian comprendidas Ia fase dec GO (provocada por la sincronizacion) y la
fase G1. En estos experimentos, sc encontré que la duracion de ia fase de sintesis de ADN
es de aproximadamente 16 h La determinaciéon del tiempo de doblaje de estas células reveld
que el tiempo que dura el ciclo celular de los fibroblastos esde 56 2 h

Con €l ensayo antenior, sc establece €l tiempo de 36 h, como ¢l punto referencia para
evaluar si la proteina inhibidora de la proliferacion actua antes o después de la fase de
sintesis. Por lo que 10 cultivos de fibroblastos sincronicos fueron estimulados cada 4 h
forma separada, de tal mancra que cl primer cultivo representd el estimulo a las 4 h y
evaluado a las 56 h (tiempo suficiente para llevarse ha cabo la sintesis de ADN), mediante la
técnica de incorporacion de timidina tritiada. El proceso fue similar para los restantes puntos

de estimulacion. (Figura 14)
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Figura 14, Efecto dcl MCF cn la sialests de ADN al scr aplicado cn las primcras 40 h del ciclo celular de
i [ de cérvix humano (-) Control, (PBS): Buffer dec fosfatos diluido 1:4 en
agua, (MCF): Medio Cond de F enire 20 vy 30 kDa,

P de 30 comi
Sc 1 pulsos con MCF y PHS cada 3 h, y ¢l ensayo fuc cvaluado mediante
incorporacién de umidina tnuiada




Como sc observa en la Figura 14, las células tratadas con PBS sintetizaron ¢l ADN
de manera semcjante al control, micntras que para ias células tratadas con el MCF desde las
4 hasta las 36 h, la sintesis de ADN se redujo entre el 40 y 60 %4, can respecto al control.

Si correlacionamos los datos obtenidos cn las Figuras 13 y 14, se cbserva que 1a
inhibicion de la sintesis de ADN corresponde al tiempo en  que las células sélo pucden
encontrarse cn las fases GO o Gl del ciclo celular, lo que sugicre que el FIP actua desde las
primeras horas de la fase G1 (fase G1 temprana)

Por otro lado, la cxistencia de este factor inhibidor secretado por los fibroblastos de
> que regula su division celular, esta consitutuido por
Aunado a ello, se conoce

cérvix, bl que el
almenos una molecula que regula negativamente su crecimiento
qQue presentan una  estrecha comunicacion con su

son células
También sabemos que el

que los fibroblastos
tnicroambicnte, ¢n ¢l que se incluyen las células de tipo cpitelial
epitelio cervical (relacionado estrechamente con los fibroblastos emplecados en este modclo

experimental), cs un tejido altamente propenso a la generacion de células tumorales En basc
interesante determinar el efecto de este factor en las células

a esta informacion, creimos
tumorales provenicntes de pacientes con cancer cérvico-uterino, por lo se evaluo la
proliferacion de las lineas tumorales de epitelio cervical CALLO e INBL  en presencia del
MCF encontrando que su proliferacion disminuye en un 60%s . (Fig 15)

l.os resultados muestran que la actividad inhibidora del MCF ademas de tener un

efecto autocrino tiene un cfecto paracrino con lineas epiteliales de CaCu. E! resultado
obtenido, genera una siguicnte incognita. son las células tumorales CALO ¢ INBL capaces
de secretar un factor con actividad inhibidora de Ja proliferacién que accione sobre cllas
mismas Para responder a csta pregunta, las lineas celulares tumorales CALO ¢ INBL se
dejaron crecer a un estado de confluencia y sus medios condicionados fueron colectados,

para posteriormente probar su cfecto sobre la proliferacion de cada una de las mismas lineas
tumorales, encontrando que ninguno de los medios condicionados de dichas células
presentan un cfecto inhibidor sobre la proliferacion de cllas mismas (Datos no mostrados).
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Figura 15. Efecto del MCF en la prolifcrscion de fibroblasios de cenax normal humano y en las lincas
tumorales de CaCu: CALO e INHBL (-) Control para cada uno de los tipos cclularcs, (MCF): Meodio
Condicionado de Fibroblastos entre 20 y 30 kDa La cvaluacion sc rcalizo sobre oélulas en crecimicnto
exponencial, aplicando 15 1! de MCF en un volumen final de 100 4! Evaluacion con cristal violeta.

Ya que €] MCF ha mostrado tencr un cfecto inhibidor sobre la proliferacion de
células tumorales, y retomando el antecedente que el TGF tiene un efecto inhibidor sobre los
fibroblastos, sc creyd conveniente determinar su efecto sobre las dos lineas celulares de

carcinoma de cérvix empleadas anteriormente (Figura 16)
Los resultados muestran que para ambas lincas celulares el TGF tiene un efecto

proliferador, micntras que ¢l MCF inhibe la proliferacion en un 65 y 35% para las lincas

CAL.O e INBL respectivamente
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Figura 16. Comparacion del cfecto del MCF y ¢l TGFB en La proliferacion de las lincas celulares de cancer
menno CALO ¢ INBL en crecimuento expancncial {-) Control, (MCF): 15 ul de Medio
Ci entre 20 y 30 kDa; (TGFpB) Factor de Crocinuento Transformanic beta

de
10ng/mi. E\-aluacmn con cnistal vaolcta

Hasta este momento. los resultados obtenidos indican que, los fibroblastos de cérvix
normal humano son capaces de regular su propia proliferacion celular mediante 1a secrecién
al medio. de una molécula con caracteristicas inhibidoras de la proliferacion que es diferente
a las anteriormente mencionadas, dicha molécula es de naturaleza proteica, se encuentra en

un rango de peso molecular entre 20 y 30 kDa , y ejerce su efecto inhibidor en la fase Gl del

ciclo celular de fibroblastos de cérvix.

:



DISCUSION DPE RESULTADOS

Una de las areas de investigacion de gran interés en los ultimos afios ha sido la
caracterizacion de una diversa gama de moléculas involucradas en ef control de ia
multiplicacidn y diferenciacion celular

Hasta hace algunos afos, Jos progresos cn esta area, estaban enfocados a entendes ia
estructura y funcion de moléculas mitogénicas, y poco sc sabia acerca de las moléculas

responsables de seitales de regulacion neuativa de la division celular. (84)
Con el avance de métodos bioquimicos, moleculares y citogendticos se ha loyrado

encontrar una amplia gama de reguladores negativos de la proliferacian celular que han
mostrado teaer un papel fundamcental on los procesos biclogicos (6) Fs mas, se han
encontrado moleculas capaces de regular Ia proliferacion de tipos celulares especificos La
mayor parte de estos inhibidores son obtenidos de fuentes naturales especificas, ¢n donde s¢
encuentran en concentraciones de nanogramos y por lo general formando parte de mesclas

protcinicas complejas (66) Aunque los avances en la identificacion y purificacion de estas

moléculas son lentos, su importancia hace que se sigan estudiando
Nuestros resultados dan evidencia que los fibroblastos provenientes de cervix aormal

humane son capaces de secretar un factor con actividad inhibidora de la proliferacion celular
las células detienen su proliferacion, ya
Al igual que otros autores (57)

(FIP) y que dicha sccrecion aumenta a medida que
sea por confluencia o por aha densidad (Figura 1)
células fibroblasticas normales. lo cual

encontramos que ol efecto del FIP se ejercia sobre
Ademas es

nos indica que este tipo de células son capaces de regular su propia division

interesante mencionar que cf FIP tambie¢n fue capaz de inhibir la proliferacion de células

tumorales provenientes de pacientes con Cancer Cérvica-uterino (CaCu)
En cuanto a la naturaleza biogquimica del factor, nuestros resultados indican que se

trata de una molécula proteica (Figura 2), tal como se ha encontrado con los otros factares
inhibidores publicados, los cuales se caracterizan por ser glicoproteinas de bajo peso

molecular Sin embargo, ia purificacion parcial def FIP, no nos ha permitido establecer si se
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trata de una glicoproteina, una lipoproteina, © una proteina asociada a algiun ribonucledtido,
por 1o que seria interesante detemminar ¢l tipo de molécula asociada a la componente
proteica del FIP para evaluar su posible influencia en 1a actividad inhibidora de la molécula.

El proceso de purificacidn del FIP a través de una scparacidon cromatografica con
exclusion molecular, mostro que la mayor actividad inhibidora de la proliferacion se ecuentra
entre los pesos moleculares de 20 y 30 kDa, aunque también detectamos actividad en las
fracciones de mayor y menor peso molccular, seguramente asociado a la amplitud de la
curva de elusidn (Figura 4) Cabe hacer notar que en el analisis clectroforético las diferentes
fracciones muestran un patron de bandeo muy similar, que concucerda con cl traslape de
curvas de clusion cn la separacion cromatografica (Figura 5) Sin embargo, en la fraccion de
peso molecular entre 20 y 30 kDa ( fraccion de mayor actividad) en el gel tedido con plata,
sc observan un grupo de bandas con mayor nitidez, 1o que nos muestra que en dicha fraccion
se ha llevado a cabo un enariquecimiento de tas proteinas Tambieén el hecho de que las
bandas sOlo sc observen con la tincion de plata y no con el gel tedido con azul de Coomasie,
revela que la actividad inhibidora de 1a proliferacion es secretada en el rango de nanogramos
El observar este patron de bandeo en el rango entre 20 y 30 kIDa, nos hace pensar quec
probablemente alguna de estas bandas sca la responsable de la actividad inhibidora de la
proliferacion, por lo que scria pertinente aislar cada una de éstas para gencrar anticuerpos
monoclonales y evaluar si alguna de ellas bloquea la actividad inhibidora del FiP Con dichos
anticuerpos se podria construir una columna de afinidad que nos pcrmitiera aislar este factor
vy asi obienerto altamente purificado

El encontrar que ¢l factor inhibidor de 1a proliferacion precipita al 80% con sulfato
de amonio (Figura 3) y que se requicran bajas concentraciones de NaCl para cluirlo en un
intercambiador i6nico. nos indica que el FIP cs altamente solubie y de una fucrza iénica baja,
1o cual no es de sorprendernos ya que se trata de una proteina de secrecion, que es vertida
al medio acuoso. El detectar que ¢l FIP es una molécula con carga positiva a un pH de 5.4,
micntras que a un ptl de 7 4 presenta carga negativa, sugiere que el Punto Isocléctrico (pl)
de esta proteina se encuentra entre estos rangos (Figura 6). Es necesario precisar el pl de el

FIP, ya quec su determinacion contribuiria en el avance del método de purificacion. Por otro



lado, es interesante mencionar que el FIP no perdié su actividad biolégica a lo largo dc las

A o id lead

de puri en este trabajo (Tabla 1), lo que indica que se trata de
una proteina muy estable.

Con respecto al coeficiente de  purificacién, se¢ pucde obsecrvar que existen

procedimientos de scparacién (intercambio anidnico) en quc éste es clevado, pero que la
actividad inhibidora resulta ser reducida. y en cambio existen otros (exclusion molecular ) en
donde el coeficiente no es tan alto, pecro donde la actividad inhibidora se mantienc o
aumenta, 1o cual nos hace proponer un proceso de purificacion consistente en: iniciar con
una precipitacion con sulfato de amonio, seguido de una scparacion por exclusién molecular
en Sephacryl S-10Q y posteriormente con clusion en intercambiadores ionicos (anionico y
cationico). Se¢ ha contemplado que una vez que se tenga una cantidad suficiente de MCF
para proceder a purificar el FIP por los métodos antes mencionados, se aplique un método
de exclusion molecular en una columna con caracteristicas resolutivas, que nos permita
obtener este factor como una protceina 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
autécerino y dosis dependiente sobre la proliferacion de los fibroblastos (Figura 9), hecho
confirmado por otros autores (86), quienes mencionan que las células normales tienen una
naturalcza auténoma quc les confiere la capacidad de regular su propio crecimiento. Es
importante mencionar que el efecto observado ¢s inhibidor y no toxico, va que el analisis de
cromatides hermanas, mostré que el FIP detiene a las células en la primera division, en
comparacion con el control, donde la mayoria de las cclulas se encuentran en la segunda
division y algunas en la tercera, ademas las células tratadas con FIP se encucntran
normalmente adheridas al sustrato de cultivo y presentan una apariencia similar a aquellas sin
tratamiento.

El hecho de haber encontrado que en nuestras condiciones de cultivo ¢l FIP mostrd
diferentes propiedades a 1L-1f3, TNFa e IFNy (Figuras 7 y 8) que mostraron actividad

mitogénica, concuerda con lo citado en la literatura, en donde se menciona que estas
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moléculas pueden tener efecto diferente e inct P dependiend de ia
concentracién y el tipo celular empleado, lo que nos hace suponer que la molécula
secrctada por los fibroblastos es un inhibidor de la proliferacién no caracterizado, hipotesis
que s¢c ve apoyada por nucstros resultados en donde cncontramos por analisis de Elisa ¢
Inmunoctectrotransferencia, que en ¢l MCF no estan presentes cstos factores. Esta
informacion abre la espectativa de saber si los factores con actividad inhibidora citados son
célula u Grgano especifico, asi como ¢l determinar si existen moléculas inhibidoras
unicamente asociadas a un estado inflamatorio, (que se producen en consecuencia de esta
condicion estableciendo que actiian como un factor de emergencia) y que por lo tanto
deben existir otros factores con actividad inhibidora que no esten relacionados con el estado
inflamatorio y que scan generados de mancra natural formando parte del mecanismo que
regula la division celular. En este caso, el FIP seria un candidato a integrar la lista de estos
nucvos factores inhibidores

La importancia de encontrar un factor con actividad inhibidora de la proliferaciéon
secretado por fibroblastos normales, capaz de inhibir la proliferacion de ellos mismos asi
como de células tumorales, genera la hipotesis de establecer si la ausencia o deficiencia en la
produccién o accion de este tipo de factores, son causa directa o indirecta de la
transformacion dec una célula normal a un estado tumoral o que esto Mismo Como sc reporta
en la literatura, de como conseccuencia que las células tumorales secreten sus porpios
factores con actividad mitogénica y que con cllo garanticen su proliferacion (4,13)

Seria interesante estudiar si la actividad antimitogénica del FIP podria ser empleada
como un modelo terapentico que evite la excesiva proliferacion celular tumoral, aunque
estamos concientes que 2n cste momento ¢l estudio del FIP csta mas enfocado a entender el
mecanismo por el cual el linaje celular del cérvix regula su proliferaciéon.

Otro aspecto importante abordado en ¢l estudio de los factores de crecimiento, ¢s
encontrar en que punto del ciclo celular operan dichas moléculas (4). Estas moléculas
reguladoras de! crecimiento tienen la capacidad de inducir a las células a iniciar 0 no su
entrada al ciclo celular. (41)
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Con respecto a este punto, encontramos que cf FIP actGa en la fase Gl del ciclo
celular, efecto que se correlaciona con el efecto de factores inhibidores como: el TGF (11),
cl CeReS-18 (91), la bafilomicina A (92) y ¢l PMA (93), quicnes dctienen 1a proliferacion
cclular en Ia fase G1 del ciclo, y especificamente para ¢ caso del TGF y CeReS-18, en una
etapa cercana al punto de restriccion contre otros

Consideramos necesario realizar ¢l mismo estudio con citometria de flujo, y
determinar de mancra precisa en cual de las subfascs de G1 es donde ¢l FIP cjerce su efecto.
Asi mismo creemos conveniente tratar de dilucidar cual es ¢! mecanismo por ¢l cual ef FIP

regula negativamentce la proliferacion celular, y cuidles son las moléculas implicadas en dicha

regulacién
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CONCLUSIONES,

Los fibroblastos de cérvix humano son capaccs de regular su proliferacion a través de la
secrecion de un factor con actividad inhibidora de la proliferacion, cl cual es dependiente

de la densidad celular y secretado en ¢! rango de nanogramos .

El FIP presenta un peso molecular entre 20 y 30 kDa, un punto isocléctrico entre 5.4 y

7.4 unidades de pH, y una fuerza iénica entre 0015 y 0.175M de cloruro de sodio.
La actividad inhibidora de la proliferacion no esta rclacionada con el efecto de: TGFf,
TNFa, IFNy e IL-13

El ciclo celular de fibroblastos de cérvix normal humano tiene un periodo de duracion de

56.2 horas, dc las cuales 16 horas corresponden la la fasc S.

El FIP cjerce su cfecto inhibidor en la fase G1 del ciclo celular de fibroblastos de cérvix

humano.

El FIP es capaz de inhibir la proliferacion de fibroblastos de cérvix humano, asi como de

las lineas tumorales CALO ¢ INBL
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APENDICE

Preparacion del Medio de Cultivo RPMI
Se mide aproximadamente el 90%% del volumen final requerido de agua destilada y
desionizada y se coloca en un recipiente de tamado lo mas cercano posible a Ja medida del

wvolumen final a preparar  La temperatura del agua debe ser de 15 a 20°C. Bajo agitaciéon

lenta y constante sc adiciona ¢l RPMI-1610 (RPNMMI-1640 Medium Sigma Chem. USA) hasta

su disolucion, no debe aplicarse calor al agua  Con un volumen mcenor al 5% del total de

agua se cnjuaga el paquete que contenga el Medio en polvo para remover cualquier traza de
éste que hubiera quedado adherido y se adiciona al recipiente

A la solucion obtenida se le adicionan 2 0 g de Bicarbonate de Sodio o 26.8 ml de
solucian de Bicarbonato de Sodio al 75% por cada litro de volumen final de Medio a
prepararse.  El medio en su presentacidn comercial contiene ya el aminoacido L-glutamina,
sin embargo, el cultivo de celular requicre de una mayor concentracion del mismo.  Por tal
motivo, en esta ctapa de la preparacion se adiciona L-glutamina (Sigma. Chem. USA) en
una concentracion 2 mM  La agitaciéon cs util para la total disolucion de estos compucstos,

Se ajusta la solucion a pH de 7 2-7 4 a 20°C usando para este fin hidroxido de sodio.
Se adiciona la cantidad de agua requerida para completar ¢l volumen final y sc esteriliza la

solucion filtrandola con membranas de poro de 0.2211

Composiciéon del RPMI-1640

Sales inorganicas Concentracion
(€]

Nitrato de Calcio 4H20 0.100

Sulfato de Magnesio anhidro  0.04884

Cloruro de Sodio 6.0

Fosfato Dibasico de Sodio 0.8

anhidro
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Aminoacidos
L-arginina
L-asparagina
L-&cido aspartico
L-cistina 2HCI
L-acido glutamico
L-glutamina
Glicina
L-histidina
L-hidroxiprolina
L-isoleucinas
L-leucina
L-lisina HCI
L-metionina
L-fenilalanina
L-prolina
L.-serina
L-treonina
L-triptofano
L-tirosina
L-valina

Vitaminas

D-biotina

Cloruro de colina
Acido Folico
Myo-Inositol
Niacinamida
Acido-p-Amino Benzoico
Acido-D-Pantoténico
Piridoxina HC!
Riboflavina

Tiamina HCIl
Vitamina B-12

Otros
D-Glucosa

Gilutation reducido
HEPES

02
0.050
0.20
0.0652
0.02
0.300
0.10
0.015
0.020
0.050
0.050
0.030
0.015
0.015
0.020
0.030
0.020
0.005
0.02883
0.020

0.0002
0.003
0.001
0.035
0.001
0.001
0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005

2.0
0.001
5.958




Solugion Amortiguadora de Fosfatos (PBS)

Se usa para mantener las células en condiciones fisiologicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato.
Los componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.

Cloruro dc magnesio Ol g
Cloruro de calcio olg
Cloruro de sodio BOg
Cloruro de potasio o2y
Fosfato monoacido de sodio 216

1
Fosfato diacido de potasio 02g
El cloruro de magnesio y de calcio se disuclven en 100 ml de agua bidestilada. Las
sales restanics, por scparado se diluyen en 800 ml de agua bidestilada y después se adiciona
los 100 ml que contiene ¢l cloruro de magnesio y ¢l de calcio. Se ajusta a un pH de 7.2 a
7.4 utilizando HCI 8 N y se afora finalmentc a un volumen final de 1000 ml . Esta solucién
sc esteriliza por medio de filtros de membrana (Millipore) con un diametro de poro de 22u.

La solucion sc almacena a temperatura de 4°C hasta ¢l momento de su uso.

Verseno
Esta solucion se plea para despeg élulas tumorales adherentes y funciona como
un agente quelante que secucstra iones calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su

preparacion se pesan las siguientes sustancias:

Tris base 30ag
Cloruro de sodio BOO K
Cloruro de potasio 040 g

Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA) 040 g
Los reactivos se disuelven ¢n 800 ml de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.7 con
HC! 10 N y se afora a 1000 m! de agua bidestilada.

La solucién se esteriliza por medio de
autoclave a 20 ibs durante 20 min.




Tripsi
La cnzima tripsina es utilizada para remover los fibroblastos adheridos de la caja de
cultivo. Para su preparacion sc pesan 0.05 g de tripsina y se diluyen en 100 ml de verseno

estéril. La solucidn se conserva en refrigeracion hasta el momento de su uso

Determinacion de cinéticas de proliferacion .
La cinética de proliferacion de fibroblastos fue calibrada mediante una regresion

itmica, ap do cn la fase de proliferacion exponencial En esta

exponencial o

fase de crecimiento se propone la siguiente ecuacion
y=cdx
Como sugicre ¢l hombre exponencial, la variable independicnte x aparece en el
exponente, transformandose a la siguiente ecuacion
logy=logc +xlog d
si:
logc=a ¥y logd =b
entonces sustituyendo en la ecuacion queda
logy =a+ bx
Esta es la ecuacién lineal en log y . y enlog x, la cual es una funcién semilogaritmica,
de manera que si s¢ llevan dos puntos a papel semilogaritmico se obtiene una recta

Para la determinacion del tiempo de doblaje, se toman 2 punios de la linea recta

d d

obtenida en papel jlogaritmico, en el segundo punto corresponde al doble de la

densidad celular del primero, y se dcterminan los ticmp corresp los 1 se

restan, obteniéndose con cllo el tiempo de doblaje.
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TABLA DE ABREVIATURAS

BCSG
CaCu
CeReS-18
EGF

EGI1

FCR

FGF

FGR

FIp

MCF

Acido Desoxirribonucleico.

M fosfato de Ad i

Acido Ribonucleico

Gilicopéptido de Superficie Celular de Cercbro.
Cancer Cérvico-Uterino

Sialoglicopeptido Inhibidor

Factor de Crecimiento Epidermal
Inhibidor del Crecimi Epidermal
Recer para | fobulina

Factor del Crecimiento de Fibroblastos
Regulador del Crecimiento de Fibroblastos.
Factor Inhibidor de la Proliferacion
Gravedades.

Gramos

Trifosfato de Guanosina.

Hora

Virus del Papiloma Humano

Interferon gama

Factor de Crecimiento parecido a Insulina,
Interleucina 1 beta

Interleucina 2

Kilodaltones

Linfotoxina

Fase de Mitosis

Medio Condici do de Fibrobl

Inhibidor del Crecimi > de Células Mamarias.
Complcjo Principal de Histocompatibilidad.
Minutos

Microlitro

Neopiasia Intracpitelial Cervical
Nanomctros

Solucién amonti a de

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas.
Prostaglandina E2

Punto Isocléctrico

Proteina de Retinoblastoma.

Fase dc Sintesis de ADN

Suero Fetal de Bovino.

Factor de Crecimiento Transformante beta.
Factor de Necrosis Tumoral alfa.
12-0-tetrad oilforbol-13

n
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