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RESUMEN

Es conocido que la aparicion de un tumor implica que las células
tumorales han generado una estrategia para evadir la vigilancia inmunoldgica. Sin
embargo, aun no es claro cuales y cuantas citocinas o factores de crecimiento
estan implicadas en este proceso. En este trabajo se evalud, el efecto de los
sobrenadantes de cultivos de células tumorales HelLa y CalLo sobre el potencial
proliferativo de células linfociticas provenientes de sangre periférica humana. Al
respecto se encontré que los sobrenadantes provenientes de cultivos de células
tumorales Calo y Hela, libres de suero, presentan una Actividad Inhibidora de la
Proliferacion Celular de Linfocitos Humanos (AIPCLH), apoyando la hipotesis que
establece que las células tumorales son capaces de secretar factores solubles
como parte de su estrategia para evadir la vigilancia inmunolégica. También se
encontré que la AIPCLH es de naturaleza proteica, con un peso molecular mayor a
los 50kDa. Un factor de crecimiento que presenta actividad inhibidora de la
proliferacion de células linfociticas es el TGF beta, el cual se presenta como un
dimero de 25 Kda en su forma activa. El uso de anticuerpos neutralizantes contra
el Factor Transformante del crecimiento beta (TGFp1), detectd la presencia de
TGF beta y ademas bloqued la actividad inhibidora de la proliferacion de células
linfociticas presente en los sobrenadantes de cultivos de las células tumorales,
indicando que el TGFB1 es el responsable directo de dicha actividad. Sin
embargo, aunque es conocido que el TGFj detiene a las células en la fase G1 del
ciclo celular, en este caso en particular, el TGF no detuvo a las células linfociticas
en ninguna de sus fases, sino que aparentemente, las células fueron inducidas a

entrar en apoptosis.



INTRODUCCION

El cancer de tejidos sélidos, es una enfermedad neoplasica constituida por

una masa anormal de células cuyo crecimiento lo hace sin coordinacion con
respecto a las células normales, persistiendo de forma excesiva, luego de cesar el
agente que desencaden¢ su transformacion. Tales células tumorales son producto
de la acumulacion de alteraciones genéticas inducidas por algun agente fisico,
quimico, o biolégico (Yokota, 2000; Keleg y col, 2003).
Estos agentes pueden ocasionar tumores de origen monoclonal / policlonal y
conforme avanza el proceso de transformacion celular, hacia estados oncologicos
mas avanzados debido a alteraciones genéticas adicionales, se va generando una
poblacion heterogénea de células con caracteristicas genotipicas y fenotipicas
distintas (Baserga y De-Vita; 1993, Ames y col, 1995; Yocota, 2000; Keleg y col,
2003; Gibbs,2003). La produccién de multiples subpoblaciones de células
tumorales con diversidad genética, metabdlica, bioquimica e inmunologica, les
proporciona diferentes propiedades angiogénicas, invasivas y metastasicas (De-
Vita, 1997; Gershenwald y Fidler, 2002). Tales tumores, gozan de relativo grado
de autonomia debido a que crecen de manera independiente del microambiente
local y del estado nutricional del huésped (Weinberg, 1996). De los principales
canceres de tejidos solidos descritos, las neoplasias epiteliales (carcinomas) son
de los mas comunes y potencialmente capaces de generar tumores primarios o
secundarios (Stanley y Vinay 1989; Thiery y Chopin, 1999; Edwards, 1999).



MARCO TEORICO

Los individuos estan formados por células organizadas formando tejidos,
organos y sistemas. El crecimiento celular es un proceso cuidadosamente
regulado que responde a las necesidades especificas del cuerpo. La divisién
celular, regulada por moléculas que pueden inducir la proliferacién celular, efectos
mitogénicos o un estado de quiescencia, mantiene el equilibrio que existe entre las
células que se pierden y las que se producen en un organismo. En un animal
joven, la multiplicacién celular predomina sobre la muerte celular, de manera que
el animal aumenta de tamafo; en el adulto, el proceso de division celular y el de
muerte celular se encuentran en equilibrio, dando lugar a un estado estacionario.
Para algunos tipos celulares adultos, la renovacion es rapida: las células
intestinales tienen una vida media de pocos dias antes de morir y ser
reemplazadas; ciertos glébulos blancos también son rapidamente sustituidos. En
cambio, los globulos rojos humanos tienen una vida media de 100 dias
aproximadamente, las células de un higado sano raramente mueren y, en adultos,
se produce una pérdida lenta de células cerebrales con una renovacion escasa o

nula (Darnell y Baltimore, 1995).

En los animales la proliferacion de la mayoria de las células depende de
una combinacién especifica de factores de crecimiento. De este modo un numero
pequefo de factores de crecimiento pueden servir, en combinaciones diferentes,
para regular selectivamente la proliferacion de cada una de las diferentes clases
de células de un animal superior.

Aunque algunos factores estan presentes en la circulacién , la mayoria de
ellos se originan en células vecinas de la célula afectada y actuan de mediadores
locales. Ademas de los factores de crecimiento que estimulan la division celular,
existen factores, como los pertenecientes a la familia de factores de crecimiento
de transformacion beta (TGF-B), que en algunas células estimulan la proliferacion
celular y en otras las inhiben. La mayoria de los factores de crecimiento efectuan

muchas otras acciones ademas de la regulacidn del crecimiento y la divisidén



celular: pueden controlar la proliferacion, la supervivencia, la migracién o el

funcionamiento de las células, dependiendo de las circunstancias. En seguida se

enlistan algunos factores de crecimiento (Tabla 1)(Alberts y col, 2002).

Tabla 1. Factores de crecimiento y sus funciones.

Factor

Actividades representativas

Factor de crecimiento
de
(PDGF)

derivado

plaquetas

Estimula la proliferaciéon de células del tejido conjuntivo y de algunas

células neurogliales.

Factor de crecimiento
epidérmico(EGF)

Estimula la proliferacion de muchos tipos celulares; actia como sefal

inductora durante el desarrollo embrionario.

Factor de crecimiento
semejante a la
insulina (IGF-1)

Estimula la supervivencia celular; estimula el metabolismo celular;
colabora con otros factores de crecimiento estimulando la proliferacion

celular.

Factor de crecimiento
transformante beta

(TGF-B)

Potencia o inhibe la respuesta de la mayoria de las células a otros

factores de crecimiento, dependiendo del tipo celular; regula la
diferenciacién de algunos tipos celulares; actia como senal inductora

durante el desarrollo embrionario.

Factor de crecimiento
de
(FGF)

los fibroblastos

Estimula la proliferacion de muchos tipos celulares; inhibe Ila

diferenciacién de varios tipos de células madre; actia como seial

inductora durante el desarrollo del embrién.

Interleucina-2 (IL-2)

Estimula la proliferacion de los linfocitos T activados

Factor de crecimiento
neuronal (NGF)

Estimula la supervivencia y los procesos de prolongacién de las

ramificaciones nerviosas de algunas clases especificas de neuronas.

Eritropoyetina

Estimula la proliferaciéon, la diferenciacion y la supervivencia de

precursores de los glébulos rojos de la sangre.

Interleucina-3 (IL-3)

Estimula la proliferacién y la supervivencia de varios tipos precursores

celulares sanguineos.

Cuando una célula termina su ciclo de vida llega a la muerte, la cual puede
presentarse de diferentes formas como son: necrosis o apoptosis. La apoptosis es
un tipo particular de muerte celular, la cual pude ser distinguida por un patron
caracteristico de cambios morfolégicos y moleculares. Debido a una deshidratacion

rapida, las células originalmente esféricas llegan a presentar una forma elongada o



convolucionada y disminuyen su tamano. La condensacion y pérdida de la
estructura distintiva de la cromatina se presentan al mismo tiempo de la contraccién
celular, inicia en la periferia del nucleo y es seguida por la fragmentacion nuclear.
Los fragmentos nucleares junto con los constituyentes del citoplasma, incluyendo
organelos intactos son empacados en los llamados cuerpos apoptéticos, los cuales,
envueltos en la membrana plasmatica, se separan de la célula muerta. En vivo
estos cuerpos apoptoéticos son fagocitados por las células vecinas sin provocar una

respuesta inmune.

El incremento en la concentracion de calcio citoplasmatico y la activacion de
las proteasas, asi como endonucleasas, las cuales degradan el ADN en las
secciones internucleosomales, son también eventos caracteristicos de la
apoptosis. También es tipica la activacién de algunos genes que se sugiere, sus
productos son requeridos para que la apoptosis se presente. Cuando los estados
de la apoptosis avanzan, la integridad estructural y funcional de la membrana
celular, la mitocondria y lisosomas es preservada. Considerando todos los
cambios que ocurren en la célula que experimentan apoptosis la caracteristica
mas comun de éste proceso es la participacion activa de la célula en su muerte.
La célula activa una cascada de eventos moleculares que resultan en una
degradacion ordenada de los constituyentes celulares con un impacto minimo en

las células vecinas (Studzinski, 1995).

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es definida frecuentemente como
un fenbmeno pasivo y degenerativo como consecuencia de un trauma ambiental.
El evento primario en la necrosis es un hinchamiento de la mitocondria seguida de
la ruptura de la membrana plasmatica y liberacion del contenido citoplasmatico.
Involucra cambios en la membrana plasmatica conduciendo a una pérdida en el
balance de los iones Ca'™ y Na®, que presentan un influjo al tiempo que se
presenta una perdida de K, seguido por una acidosis, un trauma osmotico,
condensacion de cromatina y los patrones caracteristicos de picnosis nuclear. El

cambio inicial resulta en la dilatacion del reticulo endoplasmico y un incremento



del volumen celular. Las células alteran su forma y pueden formar un abultamiento
en la superficie probablemente como un resultado de cambios en la concentracion
de Ca'" afectando los componentes del citoesqueleto. En éste estado la
mitocondria pierde la matriz granulosa llegando a presentar una apariencia densa
y la membrana interna se contrae alejandose de la membrana externa. Hay un
agrupamiento de la cromatina nuclear caracteristica de picnosis y un declive de la
sintesis de proteinas. Esta fase reversible de hinchamiento hidrico es seguida por
un rapido cambio irreversible que involucra un hinchamiento de alta amplitud de la
mitocondria. Tanto los compartimentos interno como externo de la mitocondria
llegan a estar muy distendidos y aparecen deposiciones de lipoproteinas de la
matriz. La activacion de fosfolipasas unidas a membrana por el calcio es
probablemente la principal causa de perturbacion celular durante la fase final de
muerte celular necrética (Studzinski, 1995) debido a una pérdida precipitada de
fosforilacion oxidativa y un descenso en la produccién de ATP con la consecuente
pérdida de la capacidad sintética y homeostatica. Una sobrecarga de calcio
conduce a la disfuncion de la membrana mitocondrial guiando finalmente a un
estado de dafo irreversible. La autolisis secundaria sigue involucrando
hinchamiento de los lisosomas, dilatacién y vesiculacién del reticulo endoplasmico,
una pérdida de enzimas y proteinas y una pérdida resultante de

compartimentalizacion celular (Bowen y Bowen, 1990).

La necrosis se presenta generalmente en repuesta a un dafno severo y es
inducida frecuentemente por una sobredosis de agentes citotdxicos o por agentes
dafiinos como hipoxia, hipertermia, hipotermia, infecciones virales liticas y
venenos, observandose que ciertos tipos celulares responden a concentraciones
farmacologicas de algunos medicamentos. Tal estimulo letal incrementa
generalmente la permeabilidad de la membrana plasmatica con cambios
estructurales que afectan los poros y canales de la membrana o por inhibicion de
las bombas de iones de la membrana . Mientras que una participacion activa de la
célula afectada involucra la sintesis de proteinas de novo, caracteristica esencial,

en la apoptosis, la necrosis es un fendmeno degenerativo, cuya consecuencia final



es la liberacion del contenido citoplasmatico hacia el exterior, con la consecuente

respuesta inflamatoria (Bowen y Bowen, 1990).

Por otro lado, ocasionalmente, los controles que regulan la multiplicacion
celular no funcionan adecuadamente y una célula empieza a crecer y a dividirse,
aunque el cuerpo no necesite mas células de ese tipo. Cuando las descendientes
de esta célula heredan la tendencia a crecer sin responder a regulacién alguna, el
resultado es un clon celular capaz de expandirse indefinidamente. Finalmente ese
clon de células no deseadas puede formar una masa llamada tumor. Dado que los
tumores pueden tener efectos devastadores en los individuos que los padecen,

muchos estudios estan dirigidos a comprender como se forman.

Cancer

Cuando la estructura y funcién de un tejido u 6rgano son modificadas, los
cambios se pueden deber a alteraciones a nivel celular. Tales cambios en la célula
son provocados por la acumulacién de alteraciones genéticas inducidas por
agentes fisicos, quimicos, o biolégicos (Yocota, 2000), tales como radiacion
ultravioleta, emisiones radiactivas e infeccion recurrente con organismos
patdgenos, asi como la exposicibn a compuestos quimicos carcinogénicos
(Weinberg, 1996). El desarrollo de una célula con crecimiento y caracteristicas
anormales puede generar un tumor, el cual derivara a partir de una célula que
presenta alteraciones que han sido seleccionadas y transmitidas y que provocan
un descontrol en el ritmo de la division celular, asi como una mejor adaptacion a
condiciones de bajas concentraciones en nutrientes y cambios en las
caracteristicas morfolégicas debidas a una perturbacion de los procesos de
diferenciacion, alterando con ello, la homeostasis del organismo (Alberts, y col,
2002).



Las células de los tumores malignos presentan dos caracteristicas que las
distinguen de las normales: se reproducen de manera descontrolada y son
capaces de invadir y colonizar tejidos y 6rganos distantes.

Los tumores se clasifican generalmente segun el origen de las células de donde
surgen y se agrupan en: 1)carcinoma, aquellos cuyo origen son las células
epiteliales; 2)sarcomas, cuyo origen son las células del tejido conectivo y las
células musculares, y 3)aquellos que no se ajustan a ninguna de las dos
categorias anteriores y que incluyen la leucemia y los tumores del sistema

nervioso.

Aun cuando un individuo presenta un cancer diseminado y con multiples
metastasis, en la mayoria de las ocasiones su origen puede ser trazado a un
tejido y a un tipo histologico precisos, a partir de donde se originaron y se
diseminaron todas y cada una de las células tumorales hacia los distintos lugares
que ahora colonizan. Es decir, todas las células del tumor y su metastasis se
originan, en la mayoria de las ocasiones, a partir de una sola célula aberrante o

anormal (Jiménez y Merchant, 2003).

Para diseminarse ampliamente por el cuerpo, las células de un tumor sélido
tipico han de ser capaces de disminuir su adhesion, escapar del tejido de origen,
atravesar otros tejidos hasta llegar a un vaso sanguineo o linfatico, cruzar la
lamina basal y el revestimiento endotelial del vaso para entrar a la circulacion, salir
de la circulacion en otra parte del cuerpo y sobrevivir y proliferar en el nuevo
entorno en el que se encuentre, siguiendo un proceso similar al que sufrieron en el
tumor primario, en el que varios factores de crecimiento juegan un papel
importante (Alberts y col, 2002). La interrupcién en cualquiera de los pasos de la
cascada de eventos para llegar a la metastasis puede prevenir clinicamente el
desarrollo evidente de la misma. De hecho, la diseminacion de la metastasis es un
proceso muy ineficaz. Se ha demostrado que aunque pueden soltarse varios
millones de células tumorales en el sistema vascular, sélo una proporcién pequefia

de éstos (menos de 0.01%) podra formar tumores secundarios con éxito (Fidler y



col, 1999, Liotta, 2001). En humanos muchos de los carcinomas y otros tumores
solidos no se diagnostican hasta un estadio relativamente tardio. Los canceres de

cérvix uterino (CaCu) proporcionan un ejemplo de esto.

Cancer de Cérvix

Este tipo de cancer deriva del epitelio cervical multilaminar, que tiene una
organizacion similar a la de la epidermis de la piel. Normalmente la proliferacion se
produce solo en la capa basal, generando células que entonces se desplazan
hacia la superficie exterior, diferenciandose a lo largo de este desplazamiento de
células aplanadas ricas en queratina, que no se dividen y que finalmente se
descaman de la superficie. Sin embargo, cuando se examinan muchas muestras
de este epitelio, obtenidas de diferentes mujeres, no es raro encontrar placas de
displasia, en las que las células en divisién no estan confinadas en la capa basal,

y ademas se presenta algun desorden en el proceso de diferenciacion.

El CaCu es considerado la neoplasia con mayor indice de mortalidad en el
Mundo, asi como en nuestro pais, y afecta a un gran numero de mujeres en edad
reproductiva (Meneses y Cos-A, 1994; Mufos y Bosh,1997).Esta enfermedad es
transmitida sexualmente, por lo que, la edad de inicio de las relaciones sexuales y
el numero de parejas sexuales constituyen los dos factores de riesgo mas
importantes. Ademas, existen otros factores que influyen en la susceptibilidad para
desarrollar el cancer cervical: nutricion, competencia inmunologica, metabolismo

hormonal, regimenes hormonales, entre otros (Mufioz y Bosch, 1997).

Desde la década de los 60’s, se detectd la relacion de infecciones virales
con algunos tipos de tumores, como lo son el herpes y el citomegalovirus, lo que
llevd a pensar en que existia una etiologia viral para el cancer cervicouterino
(Werness, 1995). Los papilomavirus, por ejemplo, son la causa de las verrugas en
los seres humanos y también estan implicados en carcinomas del cuello uterino.

Son parientes lejanos de la familia de poliomavirus que incluye al SV40, y el
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cancer que causan en humanos requiere que algunos genes de replicacion del

virus se integren en el cromosoma huésped.

A pesar de los avances en los métodos de deteccién y tratamiento de
lesiones precancerosas en el cancer cervical, en los numerosos estudios
epidemioldgicos el alto riesgo de desarrollar cancer cervical esta asociado a
varios parametros del comportamiento sexual y a un agente infeccioso trasmitido
sexualmente, implicado en la etiologia de este cancer. Este agente es el
papilomavirus humano (HPV), el cual infecta el tracto genital de hombres y
mujeres con alta frecuencia, dando pie a diversas lesiones morfoldgicas.

Muchas lineas celulares provenientes de carcinomas cervicales presentan HPV
tipo 16, 18 o secuencias virales relacionadas a estos dos tipos (Braun y col,
1990). Los HPV tipo 16 y 18 estan asociados con un alto riesgo de convertirse en
tumor maligno, mientras que los tipos 6 y 11 siempre estan asociados con una

proliferacion benigna de células epiteliales (Demers y col, 1996).

En todos los canceres cabe esperar que participe una alteracion de las
restricciones normales sobre la proliferacién celular; para cada tipo celular existe
un numero finito de mecanismos por los que se puede producir esta alteracion.
De hecho, parece que en el cancer los responsables de la mayor parte de la des-
regulacion de la division celular son algunos cambios en un grupo relativamente
pequefo de genes. La identificacidén y caracterizacion de muchos de estos genes

ha sido uno de los grandes triunfos de la biologia molecular.

La proliferacion celular puede estar regulada directamente a través del
mecanismo que determina si una célula pasa el punto de restriccién o inicio del
ciclo de division celular, o indirectamente, por ejemplo, a través de la regulacion
del mecanismo que somete la célula a diferenciacion celular o muerte celular
programada. En cualquier caso, los genes reguladores normales pueden
clasificarse, de forma laxa, en aquellos cuyos productos ayudan a estimular la

proliferacion celular y aquellos cuyos productos ayudan a inhibirla. Por lo tanto

11



existen dos caminos de mutacién hacia la proliferacion celular incontrolada vy la

invasividad que son caracteristicas del cancer.

Los genes implicados en la carcinogénesis se dividen en dos amplias
categorias: genes supresores de tumor y los oncogenes. Los genes supresores de
tumor codifican proteinas que restringen el crecimiento celular y evitan que las
células se malignicen, es decir consiste en inactivar un gen inhibidor: este tipo de
mutacién tiene un efecto recesivo —para que la célula quede libre de la inhibicién

es necesario que las copias del gen en la célula estén inactivadas o delecionadas.

Entre los genes supresores de tumor se encuentran Rb y p53; Rb
participa en el desarrollo de muchos tipos de canceres, no solo de los que son
dependientes de virus y el otro gen supresor de tumores que las proteinas viricas
inactivan, se denomina p53 (por su masa molecular de 53 kilodaltons). Los
oncogenes, promueven la perdida de control del crecimiento y la conversion de
una ceélula a un estado maligno, es decir consiste en conseguir que un gen que
induce a que la célula prolifere en respuesta a un estimulo, se vuelva hiperactivo,
sobreexpresandose, dando como consecuencia una division celular
descontrolada. Este tipo de transformacién tiene un efecto dominante, donde es
suficiente con que el cambio afecte a una de las dos copias del gen en la célula; el
gen alterado se denomina un oncogén (siendo el alelo normal un proto-oncogén;

del griego onkos, tumor).

Los oncogenes pueden identificarse directamente tomando DNA
procedente de células tumorales y buscando fragmentos que cuando se
introducen en células normales les hagan comportarse como células tumorales. A
finales del ano 1970 se disefiaron técnicas que permitieron alcanzar este
propésito, estos se desarrollaron después de estudiar algunos procesos similares
que ocurren de manera natural, cuando los virus trasladan su material genético
desde una célula a otra. (Alberts y col, 2002; Gerald,1998).
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Mecanismos reguladores de la proliferacion celular.

La proliferacion celular estd gobernada por la influencia de factores
activadores e inhibidores. Ambos factores interaccionan con receptores
localizados en la superficie celular para influir sobre el metabolismo y la decisién
final de las células para dividirse o no (Johnson, 1994). Entre los factores
inhibidores destacan el factor de crecimiento transformante beta (TGF-), el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), los interferones (IFNs) y la interlucina 1 (IL-1). La
regulacion negativa de la proliferacion celular no esta restringida a la familia de las
citocinas, pero hasta ahora éstos son los que ofrecen los mejores modelos para
estudiar este fendmeno. Se ha postulado que el resultado final entre proliferacion
o detener el ciclo celular, es una consecuencia de una interaccion compleja entre
los procesos estimuladores e inhibidores activados por estos factores (Weinberg,
1989). Estos factores se han agrupado en 3 categorias:los factores de

competencia, que sacan a las células de su estado de reposo Gp; factores de
progresion, que arrancan el ciclo celular permitiendo el paso de Gq a S; factores

antiproliferativos que aun en presencia de factores de competencia y de

progresion, son capaces de interrumpir el paso de G1 a S (L6épez-Marure, 1997).

TGF-B

Los factores de crecimiento-f transformantes (TGF-B, del inglés
Transforming Growth Factors -B) constituyen una familia de mediadores locales
que regulan la proliferacion y otras funciones de la mayoria de los tipos celulares
de los vertebrados. Los cinco miembros de la familia (TGF-B1 al B5) son proteinas

de estructura y funcién similar.

La proteina activa del TGF-B, es un dimero constituido por dos cadenas de

112 aminoacidos unidas a través de un puente disulfuro; constituyendo asi, una
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masa molecular aparente de 25 kDa (Meager, 1991;Karp, 1996; Margi, 1996). El
TGF-B tiene acciones diversas y efectos opuestos dependiendo del tipo celular y
condiciones microambientales; es capaz de controlar la proliferacion, la
diferenciacion, la apoptosis y la produccién y degradacion de la matriz extracelular
(Moses y col, 1990; Chavez, 1997; Kretzschmar y Massagué, 1998). Actua sobre
los monocitos/macréfagos y los precursores hematopoyéticos (Margni, 1996). El
TGF-B inhibe el crecimiento y la actividad de las células NK y puede disminuir la
funcién de las células B al inhibir su crecimiento y la secrecién de IgM (anticuerpo
de la respuesta primaria) e IgG (anticuerpo de la respuesta secundaria). Ademas
se ha demostrado que las células mononucleares de sangre periférica
provenientes de individuos infectados con el HIV (virus de la inmunodeficiencia

humana), son capaces de sobre-expresar el TGF- (Richards y col, 1998).

Efectos del TGF- en células tumorales

Se ha comprobado que las varias isoformas del TGF-3 entre ellas el TGF-
B1, son potentes inhibidores del crecimiento en células epiteliales normales
(Landesman y col, 1997; Azuma y col, 1999; Lee y col, 1999). Esta inhibicién en el
crecimiento se demuestra en epitelios normales de mama de rata (1-10 ng/mL), en
cultivos de epitelios de traquea de rata (1-50 pM), en epitelios de mama de raton y
en epitelios normales de préstata humana (lineas PN1 y PN2) (Arteaga y col,
1996; Antoshina y Ostrowski, 1997; Cipriano y Yong, 1998; Viegas y col, 1999;
Wikstrom y col, 1999). Las varias isoformas del TGF- se han documentado como
potentes inhibidores del crecimiento de células epiteliales tumorales (Landesman
y col, 1997; Kimura y col, 1999; Azuma vy col, 1999). EI TGF-B inhibe el
crecimiento de carcinomas de tiroides, queratinocitos orales humanos (linea
HaCaT), células de carcinoma gastrico (lineas SNU-16 y SNU-620), células de
carcinoma de mama (lineas MCF-7 y ZR-751), células epiteliales intestinales de
rata (lineas RIE-1 y IEC-6) y a las lineas de epitelio de visén Mv1Lu y CCL64
(Longstreeet y col, 1992; McGee y col, 1995; Mark y col, 1995; Danforth vy
Sgagias, 1996; Wu y col, 1996; Ko y col, 1998; Kang y col, 1999; Kimura y col,

14



1999). Asimismo, en la linea ectocervical humana ECE 16-1 inmortalizada con el
HPV-16, con concentraciones de 10-100pm/mL-48 h con TGF-B1 suprime su
crecimiento y a concentraciones mayores de 100 pm/mL, la lleva a la muerte por
apoptosis (Rorke y Jacobberger, 1995). Ademas inhibe el crecimiento e induce la
apoptosis en epitelios inmortalizados de esd6fago humano (linea HET-1

transfectada) (Okamoto y col, 1994).

TNF-a

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) pertenece al grupo de las
citocinas. EI TNF-a, ademas de las propiedades tipicas de una citocina, es una
proteina con actividad reguladora de la proliferacién celular, cuya actividad esta
determinada por el tipo celular al que se liga y a la presencia de otras proteinas
reguladoras . Puede ser un importante mediador inflamatorio, regulando la
actividad de neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos T y B y modulando las propiedades

del endotelio vascular (Aggarwal, 1992).

El TNF-a presenta actividad biolégica cuando se presenta como un trimero
con subunidades de 17 kDa, pero éste, es primeramente producido en la célula
como un propéptido de 26 kDa que se encuentra en la membrana celular donde es
biolégicamente activo. La estructura de esta proteina es parecida a la de algunas

otras citocinas, que son cortadas para dar la forma de 17kDa (Kriegler y col 1988).

El TNF-a puede estimular la proliferacion de varias lineas fibroblasticas
diploides humanas y algunas lineas celulares tumorales, (Balkwill, 1988). Esta
accion es sinérgica con el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), el Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) e Insulina (Vilcek y col, 1988).

Paraddjicamente el TNF-a, puede tener una fuerte accién inhibidora en

algunos tipos celulares cuando éstas han sido metabdlicamente comprometidas
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por inhibidores de ARN o de sintesis de proteinas o virus. Es también téxico para
algunas células transformadas y podria suprimir la formacién de colonias de
algunas células hematopoyéticas normales, tanto de humano como de raton in
vitro, (Fiers y col, 1987). Algunas lineas celulares epiteliales humanas son
resistentes a la accion citotoxica del TNF. La capacidad del TNF-a para ser
mitogénico, citostatico o citotdéxico, es ademas dependiente de una serie compleja

de eventos extracelulares e intracelulares (Sugarman y col, 1987).

Existen dos tipos de TNF, la molécula alfa y la beta (TNF-a.p). Ambas
tienen propiedades y funciones muy similares, s6lo que el TNF-a es producido por

macrofagos y el TNF- por linfocitos activados.

El TNF-a es un mediador primario endoégeno responsable de la
patogénesis de la infeccion, dafo e inflamacion; por ejemplo, es un mediador
crucial en el choque séptico o endotoxico. Paradojicamente también participa en
procesos benéficos de la defensa del organismo y el mantenimiento de la
homeostasis del tejido. Induce una gran variedad de respuestas celulares:
promueve o inhibe la proliferacion, induce citotoxicidad, e induce o previene la
diferenciacion celular. In Vitro, estimula el crecimiento de fibroblastos diploides
normales: sin embargo, en lineas celulares transformadas inhibe la proliferacion e

induce citotoxicidad.

Efecto del TNF-a en células tumorales

El TNF-a ha sido descrito como un poderoso inductor de muerte por
necrosis en varios tumores malignos y benignos, e inclusive puede matarlos por
apoptosis (Giora y col, 1991; Bogin y col, 1998). Se ha demostrado, que con 10
ng/mL de TNF-a se reduce la expresion del gene c-myc en células Hela vy las
detiene en la fase G1 del ciclo celular (Yarden y Kimchi 1986). Las lineas de
carcinoma de pulmén MRC-5 y de mama MCF-7, han demostrado resistencia a la

inhibicion de la proliferacion al ser tratadas con el TNF-a . (Jian y Porter, 1998).
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Sin embargo, Gerritsen y col, (1998) han encontrado que el TNF-a es capaz de
inhibir el crecimiento de las células MCF-7. La inhibicién del crecimiento en las
células tumorales inducido por el TNF-o se observa en cancer de pancreas

humano (Tsutomu y col, 1998)

IFN-y

El interferén-y fue descubierto por los virélogos y los inmundlogos como una
proteina antiviral derivada de la célula T, y como un activador de las funciones de
los macrofagos inducida por la célula Tyl (subpoblacion de linfocitos T
cooperadores) (Abbas y col, 2002). El nombre de interferon se le atribuye a que en
1930 se descubrié que ejercia un fendmeno de interferencia viral. Desde
entonces, se han catalogado tres clases: el interferon de leucocitos (IFN-a), el
interferon de fibroblastos (IFNB) y el interferon inmune (IFN-y) (Mire-Sluis vy
Thorpe, 1998).

El IFN-y, es una glucoproteina homodimérica de 21-24 kDa (Abbas y col,
2002). Los interferones son elaborados por las células en respuesta a virus,
antigenos o mitdogenos pero también se les han atribuido otras funciones como
factores inmunomoduladores, supresores de proliferaciéon y diferenciadores
(Kurzrock y col 1991); el efecto antiproliferativo del IFN-y en células tumorales
parece estar mediado por linfotoxinas, aunque se piensa que sus mecanismos de
inhibicion pueden ser desencadenados a través de induccion de enzimas
antivirales, induccién de genes supresores pero de funcion y estructura
desconocidos. Este factor modula la produccion de oncogenes, regula la expresion
de genes de factores de crecimiento, ejerce una accion directa sobre oncogenes y

aumenta las defensas del huésped (Kurzrock y col 1991; Foxwell y col, 1992).
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IL-1

La interleucina-1 se definié en primer lugar como un polipéptido derivado de
los fagocitos mononucleares que aumenta las respuestas de los timocitos a los
activadores policlonales, es decir, como un coestimulador de la activacién de la
célula T. Aunque, la IL-1 se descubri6 como un co-estimulador de las células T,
ahora se sabe que la principal funcién de la IL-1, es como mediadora de la
respuesta inflamatoria del huésped en la inmunidad natural. La principal fuente

celular de IL-1, es el fagocito mononuclear activado (Abbas y col, 2002)

La interleucina 1B (IL1B) por su parte, estimula la proliferacion de
fibroblastos, células musculares, queratinocitos, células gliales, linfocitos T y B, asi
como precursores hematopoyéticos, induce actividad procoagulante y adhesividad
de células endoteliales entre otras funciones (Dower y col, 1992); ha mostrado
detener la proliferacién de miocitos y fibroblastos cardiacos, ademas de su efecto
inhibidor en células transformadas de musculo liso y astrocitos (Palmer y col,
1995), también se ha reportado que inhibe la proliferacion de células tumorales

provenientes de cancer ovarico ( Kilian y col, 1991).

Respuesta inmune

El organismo debe protegerse constantemente frente a una gran variedad
de microorganismos vivos u de otros cuerpos extrafios, que pueden acceder a su
interior a través de la piel, el intestino, el aparato respiratorio y otras vias. En el
organismo existen tres mecanismos de proteccion: la proteccion de superficie, las

reacciones agudas y la respuesta imnunitaria.
Los encargados de la proteccion de superficie del organismo son la

queratina de la piel, el moco de los aparatos respiratorio y digestivo y el medio

acido de la vagina. Estos mecanismos son inespecificos.
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La inflamacién aguda es una respuesta organizada de los tejidos frente a
cuerpos extrafios de cualquier naturaleza, que son destruidos o neutralizados por
neutréfilos que migran hacia los tejidos desde los vasos sanguineos locales. Es
inespecifica y evoluciona siempre de la misma manera, independientemente de

cual sea el factor que la haya desencadenado.

La respuesta inmunitaria, a diferencia de la proteccién de superficie y de
inflamacion aguda, es especifica y esta dirigida a grupos quimicos que se

encuentran en la composicion de los agentes invasores o extranos.

Los tejidos y las células especializadas encargados de desarrollar la
respuesta inmunitaria son los componentes del sistema inmune. Este sistema
depende para su funcionamiento de que el organismo reconozca como extrafios
los materiales exégenos. Cualquier sustancia extrafia reconocida de este modo

se denomina antigeno.

Este proceso de reconocimiento activa, posteriormente, el sistema
inmune, para neutralizar o destruir el antigeno, siendo los linfocitos las células que

desempenan el papel central de esta respuesta inmunitaria.

Si bien la respuesta inmune se puede desarrollar en cualquier tejido del
organismo, el crecimiento, el mantenimiento y la programacion de las células
inmunitarias se llevan a cabo sobre todo en los ganglios linfaticos, el bazo, el timo
y la medula 6sea, que son los organos del sistema inmunitario las células que
desempenan el papel central de esta respuesta inmunitaria (Stevens y Lowe,
1995)

El sistema inmune esta formado por dos grupos fundamentales de
células. Por un lado macréfagos y células similares que actuando en forma

inespecifica participan en la captacion del antigeno, su procesamiento y
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presentacion para el reconocimiento por los linfocitos, células con actividad
especifica. Algunas estirpes de estas células sélo son capaces de reconocer el
antigeno por contacto directo, cuando les es presentado por el macréfago en
forma adecuada; otras secretan moléculas denominadas anticuerpos, poseedoras
de estructuras especiales, que pueden unirse al antigeno especificamente y
neutralizar su efecto agresor. A las células capaces de interaccionar
especificamente con el antigeno o de secretar moléculas que puedan hacerlo se
les denomina inmunocompetentes, y a las que participan en otras etapas de la

respuesta inmune células accesorias.

Las células del sistema inmune se originan durante la hematopoyesis,
proceso por el cual a partir de células indiferenciadas multipotentes o “Stem cells”
y en funcion del microambiente que las rodea, estas células pueden diferenciarse
en distintas lineas celulares: mieloide, linfoide, eritoblastoide, monocitoide,
megacariocitoide. Aquellas células de la serie linfoide originadas durante este

proceso constituyen el componente celular especifico del sistema inmune.

Durante el desarrollo éseo de la células mesenquimales surgen por un
lado los osteoblastos y osteoclastos y por el otro las células indiferenciadas o

“stem cells” pluripotentes.

Linfocitos

A partir de las células seminales hematopoyéticas se derivan las distintas
estirpes de linfocitos o células inmunolégicamente competentes. En los
mamiferos, entre el 0.5% y 10% de las células producidas diariamente son
linfocitos, muchos de los cuales mueren en pocos dias, mientras que algunos se
mantienen como células de larga vida (células con memoria).

Existen poblaciones de linfocitos funcionalmente distintas, hecho

relacionado con el érgano linfoide primario en el que han adquirido competencia
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inmunoldgica. Entre estas células los linfocitos B (LB) son los productores de
anticuerpos o inmunoglobulinas; los linfocitos T (LT), en cambio carecen de esa
propiedad. Los LT efectores como los LT citotdéxicos (Tc) o citoliticos (CTL) que
matan y destruyen aquellas células blanco que expresan epitopes extrafos en su
superficie, o reguladores como los linfocitos T cooperadores o helper (Th) que
ayudan a los LB y Tc a cumplir su funcion eficientemente.

Los linfocitos T y B no son diferenciables morfologica ni
histoquimicamente, pero puede hacerse a través de la deteccidén, mediante el uso
de anticuerpos monoclonales especificos, que reconocen los marcadores de
membrana propios, que cada uno de ellos expresa. Si una célula indiferenciada,
inmunologicamente incompetente, adquiere competencia inmunolégica en el
ambiente de la bursa de Fabricius (aves) u otros 6rganos linfoides primarios de
otros vertebrados (médula ésea, placas de Peyer, amigdalas, apéndice cecal), la
célula resultante sera un linfocito B. Si lo hace en el ambiente del timo, el producto

de diferenciacién sera un linfocito T.

Linfocitos B

Durante el proceso de diferenciacién los linfocitos B evolucionan, a partir
de células seminales hematopoyéticas, en célula Pro-B o precursor B inmaduro,
célula Pre-B, linfocito B inmaduro y linfocito B maduro, el que a su vez puede

diferenciarse en célula plasmatica.

Los antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad llamados HLA-
DR son moléculas que se expresan en los linfocitos B desde los comienzos de su
diferenciacion y perduran durante todo el linaje de las células B, dejando de

hacerlo en los plasmocitos.
Los linfocitos B maduros se localizan en diferentes 6rganos linfoides

secundarios, pasando a formar parte de la poblacion de linfocitos B recirculantes,

los que estan en condiciones de responder a un estimulo antigénico. El 20 % de
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estas células se encuentran en sangre periférica; el 70%, repartido
aproximadamente en partes iguales, en el bazo, zona folicular de los ganglios

linfaticos y conducto toracico; el resto en médula 6sea y amigdalas.

Linfocitos T

Las células indiferenciadas que migran al timo encuentran el
microambiente para su diferenciacion en linfocitos T. Estas células pueden
participar en ciertos mecanismos inmunoldégicos como el rechazo de injertos,
reacciones de hipersensibilidad retardada, reacciones de injerto contra huésped,
defensa contra virus y células tumorales, o en procesos de regulacion de la

respuesta inmune.

La etapa de maduracion tiene lugar en la zona medular del timo (timocito
comun), y en su inicio incorporan nuevos antigenos y marcadores de membrana:
CD1, CD4 y CD8. La denominacién de timocito comun proviene de que estas
células expresan ambos marcadores CD4 y CD8, en una etapa posterior de
diferenciacion se diferencian en dos grupos: el que expresa CD4 y el que expresa
CD8 (Roitt y Delves, 2003).

CD4 y CD8 son proteinas de la célula T que se unen a las moléculas del
Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y que transducen senales que,
junto con sefiales transmitidas a través del complejo RCT (receptor de la célula T),
inician la activacién de la célula T. Las células T maduras expresan CD4 o CD8
pero no ambas. Estas dos proteinas interaccionan con moléculas del MHC en el
momento en el que los receptores del antigeno de las células T reconocen
especificamente complejos peptido-molécula del MHC presentes en las células
presentadoras de antigenos (CPA). La principal funcion de CD4 y CDS8 es la
transduccion de sefiales en el momento del reconocimiento del antigeno; también

pueden reforzar la uniéon de las células T a las CPA. Debido a que ambas
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proteinas actuan junto con el RCT de moléculas del MHC y en la activaciéon de las
células T, a menudo reciben el nombre de correceptores. Aproximadamente el

65% de las células T af-positivas maduras expresa CD4 y el 35% expresa CD8.

La unién selectiva de CD4 a las moléculas de clase Il del MHC y de CD8
a las moléculas de clase | del MHC garantiza que las células T CD4+ reconozcan
y respondan a los antigenos peptidicos asociados a moléculas de clase Il y que
las células T CD8+ respondan a péptidos asociados a moléculas de clase I.
(Abbas y col, 2002)

De la poblacion total de células que se diferencian en el timo, solo el 5%
sobrevive y pasa a circulacion como linfocitos T maduros. A aquellos linfocitos
que han madurado pero que no han sido impactados por el antigeno se los
identifica como células virgenes. Cuando un antigeno interacciona con un linfocito
no estimulado (virgenes) éste se diferencia a células efectoras/reguladoras, parte

de las cuales perduraran como células con memoria.

TGF-B y linfocitos

El TGF-B es un factor supresor de la activacion, la proliferacion y la
diferenciacion de células T, B y NK (Buggins y col, 2001; Gorelik y Flavell, 2002).
También se ha observado que la secrecion del TGF-p por parte de las células
tumorales interfiere con la habilidad de generar linfocitos T citotoxicos (CTL) (Nagy
y Vanky, 1998). De esta manera, el TGF-f inhibe el crecimiento y la actividad de
las células NK (células asesinas naturales) y puede disminuir la funciéon de las
células B al detenerlas en la fase G1 del ciclo celular inhibiendo genes como c-
myc, necesario para transitar hacia la fase S; e inclusive llevarlas hacia la
apoptosis. Con ello, evita que una parte de la poblacion de células B se
diferencien hacia el linaje plasmatico, y por lo tanto, abate la secrecion de IgM
(anticuerpo de la respuesta inmune humoral primaria) e IgG (anticuerpo de la

respuesta inmune humoral secundaria) (Stavnezer, 1995; Manz y col, 2002).
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También, el TGF-B esta involucrado en la regulacién del desarrollo de células T en
el timo (Stavnezer, 1995); a las células TCD4+ especificos a su antigeno las

conduce hacia la apoptosis (Chang Yy col, 2003).

Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso altamente ordenado que termina con la
duplicaciéon y transmision de la informacién genética de una generacién celular a
otra. Este esta dividido en fases discretas: G1 es el periodo que sigue a la mitosis
y la separa de la fase S; en ella especialmente al principio, ocurre una activa
sintesis de ARN y proteinas ademas de otros componentes celulares por lo que la
célula crece. S es un periodo que transcurre con sintesis de ADN, que se duplica,
dado que se forma una copia exacta del mismo; la replicacién del ADN no modifica
el aspecto del nucleo celular. G2 es el periodo que sigue a la fase S y la separa de
la mitosis, en este estadio tiene lugar un crecimiento ulterior, pero ademas actua
como periodo de seguridad durante el cual la célula controla y verifica que todo el
ADN se haya duplicado en forma correcta antes de comenzar la mitosis. M es la
fase que sigue a G2 y designa a la mitosis, que se divide en una serie de estadios
parciales; profase, metafase, anafase y telofase. GO se refiere a las células que se

encuentran temporalmente o permanentemente fuera de ciclo. (De Robertis, 2000)

Durante el ciclo celular se deben completar los eventos de cada fase
antes de pasar a la siguiente, por lo que existen puntos que monitorean la
integridad del ADN y se encuentran en puntos estratégicos del ciclo: en G1 tardia
y en la interfase G2/M para prevenir la propagacion de células dafadas o

mutadas.
Las células normales dependen de estimulos externos (mitogénicos o

factores de crecimiento) para salir de GO a G1, respondiendo con una cascada de

fosforilaciones intracelulares en donde las ciclinas y las cinasas dependientes de
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las ciclinas (CDKs) adquieren un papel fundamental. Los complejos ciclina/CDK
fosforilan sustratos proteicos especificos, moviendo a la célula a través del ciclo
con una activacién de sintesis de ADN y formacion de componentes estructurales

especificos asociados a la mitosis. (Israels e Israels, 2000)

El ciclo avanza por G1 con un incremento en la expresion de las ciclinas
D, que se asocian con CDK4 y CDKG®6, resultando en su fosforilacion y activacion;
éstos ya activados, fosforilan a la proteina RB (retinoblastoma) que tiene un papel
critico en la regulacion de la progresién del punto de restriccion de G1. Los
miembros de la familia RB son proteinas que secuestran a las proteinas de
transcripcion E2F, evitando que formen complejos con el ADN. En estado

hipofosforilado, RB puede capturar a E2F evitando su actividad transcripcional.

Cuando RB es fosforilado por CDK4/6 se disocia de E2F y el ciclo
continua. Cuando la célula avanza por G1 tardia, hay también un aumento en la
expresion de la ciclina E que es requerida acomplejada con CDK2 para la
transicion de G1 a S, en esta transicion, aumenta la expresion de la ciclina A 'y
persiste durante S. La ciclina A es capturada por CDK2 y procede a la sintesis del
ADN (Peralta y col, 1997 )

En el punto de control G2 se monitorea que el ADN se haya copiado
correctamente y que esté completo, de no ser asi, el ciclo es detenido hasta que el
dafo sea reparado, en caso de que el daio exceda la capacidad de la célula para

repararlo el ciclo es abortado.
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JUSTIFICACION

La investigacién basica sobre esta neoplasia ha tratado de plantear
terapias alternativas, basadas en la aplicacion de factores moduladores o
inhibidores bioldgicos. Sin embargo, se ha documentado que las células tumorales
no soélo se caracterizan por su divisidn indiscriminada, sino también por la
capacidad que tienen de responder a las citocinas presentes en su microambiente
o inclusive a su capacidad de generar estrategias que les permiten evadir el
ataque de las células inmunolégicas o la capacidad de generar metastasis,
procesos en que las citocinas juegan un papel determinante. Sin embargo, no es
claro cuantas y cuales citocinas son secretadas por las células tumorales, ni cual
es la funciéon que desempefian o su relacién con el estado transformante de tales
células. En el caso especifico de las células tumorales provenientes del cérvix
(Cancer cervicouterino CaCu), poco se conoce sobre el papel que juegan las
citocinas en el proceso de transformacion celular, sin embargo, en nuestro
laboratorio, se tienen evidencias de que estas células son capaces de secretar al
medio un factor o factores con actividad inhibidora de la proliferacién de células
linfociticas provenientes de sangre periférica humana, por lo que en este estudio
se pretende aportar informacion sobre la naturaleza quimica del factor con
actividad inhibidora de la proliferacion presente en los sobrenadantes de cultivos
de células tumorales de CaCu, asi como el de comparar su efecto con citocinas
conocidas que presentan un efecto similar, con el propdsito de poder descartar o

adjudicar el efecto a citocinas como el TGFf o el TNFa.
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HIPOTESIS

Es conocido que las células tumorales son capaces de secretar moléculas
o factores solubles que les permiten favorecer su sobrevivencia y division. Entre
los factores reportados esta el TGFp, el TNFa, la IL-1, entre otras. En el caso
particular del cancer cérvico-uterino, donde se sabe que es un cancer metastatico
y por lo tanto sugiere que dichas células tumorales han generado una estrategia
para evadir la vigilancia inmunologica del hospedero, es posible que en dicha
estrategia participe un factor o factores cuya accion directa o indirecta bloquee la
accion de las células del sistema inmune, permitiendo su sobrevivencia y

proliferacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto de los sobrenadantes provenientes de cultivos de células
tumorales HeLa y CalLo sobre cultivos de linfocitos humanos y determinar su
naturaleza quimica, asi como su efecto en la fase G1 del ciclo celular.

Objetivos especificos:

a)

b)

Establecer Cultivos de células tumorales HelLa y CalLo , asi como de
linfocitos de sangre periférica humana.

Generar medio condicionado libre de suero proveniente de cultivos de
células tumorales HelLa y Calo.

Determinar si los medios condicionados inhiben la proliferacion de linfocitos
humanos.

Determinar si la actividad inhibidora de la proliferacion de linfocitos es de
naturaleza proteica.

Determinar el rango de peso molecular de la actividad inhibidora de la
proliferacion de linfocitos.

Determinar si anticuerpos neutralizantes contra TGFf bloquean la actividad
inhibidora de la proliferacion de linfocitos humanos, presente en los medios
condicionados.

Determinar si la inhibicion de la proliferacion de linfocitos humanos

presente en los medios condicionados detiene a las células linfociticas en la
fase G1 del ciclo celular.
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MATERIAL Y METODOS

Lineas Celulares

El carcinoma Calo (estadio IIB) proveniente de la biopsia de una paciente con
cancer cérvico-uterino (CaCu), fue gentiimente donada por el Dr. Monroy (FES
Zaragoza-UNAM, México)(Monroy, 1991; Rangel y col, 1993). La linea de
adenocarcinoma Hela (estadio IVB metastasico), se adquiri6 del American Type
Culture Colection (ATCC). Las células se mantuvieron al 5%(v/v) de SFB y se

utilizaron cuando se encontraron en proliferacion exponencial.

Cultivo De Linfocitos
Los cultivos primarios se obtuvieron a partir de sangre periférica humana, con una
jeringa estéril de 20 ml, la cual se humedecié internamente, de manera previa con
heparina (5000 Ul/ml, PISA, México). Posteriormente se procedié a extraer la
muestra, de la vena del brazo de un voluntario sano en condiciones de ayuno.
Por otra parte, se depositaron 5 ml de Ficoll-Hypaque (densidad de 1.077, +/-
0.001) (Sigma, E.U.), en cada uno de tres tubos de vidrio fondo conico;
inmediatamente se agregaron 5-6 ml de la muestra de sangre a cada uno de los
tubos por las paredes, de forma lenta para lograr la formacién de dos fases. Se
centrifugaron los tubos durante 35 min., los primeros 5 minutos a 500rpm y
posteriormente se incremento la velocidad a 1000rpm por 5 minutos mas, dejando
una velocidad de 1500 rpm para los minutos restantes. Finalmente se obtuvieron
cuatro fases en la columna del tubo: Una al fondo de color rojo que contenia
eritrocitos, seguida de una fase incolora que correspondia al Ficoll-Hypaque;
inmediatamente se pudo apreciar un delgado anillo de color blanco, constituido por
las células leucociticas y en la superficie una fase de color amarillo, en la cual se
encuentra el plasma sanguineo.

Se procedi6 a colectar el anillo blanco con la ayuda de una micro pipeta de
1000ul, evitando extraer lo menos posible del liquido de las fases adyacentes; la
muestra de linfocitos fue depositada en otro tubo de vidrio fondo conico, para ser

lavados via centrifugacién a 1500 rpm/5 minutos con 10 ml de RPMI-1640, al final
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de esta operacion se retird el sobrenadante por decantaciéon y las células fueron
resuspendidas con RPMI-1640, para repetir la operacion.

Finalmente, las células obtenidas fueron sembradas en una caja petri con RPMI-
1640 y suplementados con SFB al 20% (v/v), manteniéndose en condiciones de
cultivo por 1 hora, con el propésito de eliminar a las células adherentes y sélo
colectar aquellas células en suspension, que representan en un 95-98% a las

células linfociticas, listas para ser utilizadas en los ensayos biologicos.

Viabilidad celular por método de exclusiéon por azul tripano

El colorante azul tripano es capaz de penetrar al interior de las células cuya
membrana celular esta dafiada (células muertas por necrosis). En tanto que las
células que no son tefidas son consideradas como viables; por lo tanto se
cuantificé la viabilidad celular por la técnica de exclusion por tincion con azul
tripano (Sigma Co. E.U.), para esto se diluyé un volumen conocido del cultivo
linfocitico en proporcién 1:1 con el colorante azul tripano y se observé al
microscopio, a través de una camara de Neubauer (Boeckel Co). El porcentaje de
las células muertas se obtuvo por la siguiente relacidn: (células tefidas/células
totales) x 100

Obtencion de medios condicionados

Para la obtencién de los medios condicionados (MC), las dos lineas tumorales
HelLa y CalLo se mantuvieron por separado, en botellas Falcon de tres niveles. Se
cultivaron con 100 ml de RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB. Después de
24 hrs se lavaron cinco veces con 100 ml c/u de PBS (con Ca++ y Mg++) y se les
sustituyé el medio de cultivo por RPMI-1640 unicamente. A las 24 horas se
colecté el MC (libre de suero), se centrifugdé a 14 000 rpm por 5 min para eliminar

el detrito celular y se almacené a -20°C.
Liofilizacion de los MC

Una vez reunido el litro de cada medio condicionado se liofilizé en un Speed-Vac

(Automatic Enviromental, modelo AES2000, Savant) hasta un volumen
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aproximado de 50 ml, después se hizo pasar por membranas de corte molecular
de 50, 30, 10 y 1 KDa, obteniéndose fracciones >50, >30, >10 y >1 KDa las cuales

se utilizaron en los ensayos bioldgicos.

Efecto de los MC de HelLay CaLo en linfocitos de sangre periférica humana
Las células linfociticas fueron sembradas en placas de 96 pozos y el MC fue
puesto al momento de la siembra (100 ug/ml del MC), se les adicioné
fitohemaglutinina como agente mitogénico. A las 48 horas de la siembra se les
agrego timidina tritiada, de manera que las células que se encontraron en fase de
sintesis, incorporaron la timidina marcada. Después de16 horas en cultivo con la
marca, las células se pasaron por membranas que se depositaron en viales de 2
ml con liquido de centelleo (Beckman, USA). La radiacion fue evaluada en un
contador de centelleo de emisién B (Beckman USA, modelo LS-6500) y las
lecturas en cpm (cuentas por minuto) fueron convertidas a porcentaje de
proliferacion, en donde los cultivos sin tratamiento (controles) representaron el
100%.

Tratamiento de los MC con una proteasa y con calentamiento

Para determinar si la actividad inhibidora de la proliferacion de linfocitos era de
naturaleza proteica, el medio condicionado se tratdé con tripsina en una proporcién
de 1:1; y por otra parte, se sometié a un calentamiento a 37, 40, 45, 50, 55 y
100°C. Después de recibir cada uno de los tratamientos, los medios condicionados
se utilizaron en los ensayos bioldgicos.

Las células linfociticas fueron sembradas en placas de 96 pozos y el MC tratado
con la tripsina y con calentamiento fue puesto al momento de la siembra (100
ug/ml del MC), a las 48 horas de la siembra se les agreg6 timidina tritiada y se

desarrollé el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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Bloqueo del efecto inhibidor de los MC sobre los linfocitos con anti TGFf

Las células linfociticas fueron sembradas en placas de 96 pozos y el MC fue
puesto al momento de la siembra (100 ug/ml del MC). Previamente el MC fue
tratado con 1ug/ml de mAb-TGFf incubado previamente a 37°C por 30 min. A las
48 hrs de cultivo los linfocitos se marcaron con timidina tritiada, y se siguié el

mismo procedimiento que en los ensayos anteriores.

Citometria de flujo

Para determinar si el medio condicionado detiene a las células linfociticas en la
fase G1 del ciclo celular, se midié la cantidad de DNA presente en las células por
citometria de flujo.

Se sembraron los linfocitos y se estimularon con el medio condicionado. A las 60
horas se lavaron una vez con PBS. Se fijaron con etanol al 70% en PBS por 10
min. a 4°C. Posteriormente se lavaron una vez con PBS y se resuspendieron en
2.5 u/ml de RNAsa en PBS durante 1 h a 37°C.

Se tifieron con 20 pl/ml de ioduro de propidio (200 mg/l) en PBS durante 2 min.
Por ultimo se resuspendieron en PBS y se evaluaron en el citometro de flujo
FACScalibur, Becton Dickinson.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos experimentales fueron sometidos a tres
pruebas estadisticas, una denominada ANDEVA o analisis de varianza, que
establece un 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 nuestros ensayos con respecto a la Gran Media, lo
que determina si la muestra presenta un comportamiento de distribucion normal; la
segunda prueba denominada Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de
Fisher, se realiza para saber si existe diferencia significativa entre dos o mas
pares de medias, finalmente se aplicd la prueba de Tukey para determinar entre
que pares de medias existia diferencia (Zar, J, 1996;Mendenhall y col, 1994 y
Kreyszig, 1991).
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RESULTADOS

Es conocido que las células son capaces de generar condiciones en su
micro ambiente que les favorecen para sobrevivir e inclusive para estimular su
proliferacion. Especificamente en las células tumorales, también se ha reportado
que ellas son capaces de secretar citocinas o factores de crecimiento que les
induce a evadir el ataque de las células de defensa propias del organismo, inducir
su proliferacién o a sobrevivir en condiciones con menor concentracion de estos
factores, incrementando su probabilidad de adaptarse a situaciones hostiles del
microambiente (Lange, 1992). No obstante los reportes al respecto, poco se
conoce de los factores de crecimiento o citocinas que son producidas por las
células provenientes de cancer cervicouterino. Con el fin de determinar si las
células  provenientes de cancer cervicouterino HeLa y CalLo son capaces de
secretar factores que permitan evadir el ataque del sistema inmunoldgico,
sobrenadantes provenientes de cultivos de estas células fueron usados para
determinar su efecto sobre el potencial proliferativo de células linfociticas de

sangre periférica humana. (Fig.1)
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Fig 1. Efecto de los MC de las lineas tumorales HelLa y Calo sobre el potencial proliferativo de
células linfociticas de sangre periférica humana. Las células fueron sembradas en placas de 96
pozos y el MC fue puesto al momento de la siembra. La evaluacion se realizd a las 64 horas de
cultivo. Las células fueron estimuladas con 100 pg/ml del MC. El numero celular fue evaluado a
través de la técnica de incorporacion de timidina tritiada. (LSP=linfocitos de sangre periférica;
MC=medio condicionado)
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Los resultados muestran que los medios condicionados provenientes de las
células tumorales disminuyen la proliferacion celular de los linfocitos de un 57 aun
60% (para los sobrenadantes de las células HelLa y CalLo respectivamente),
manteniendo una viabilidad celular por encima del 90% determinado por la técnica
de exclusion de azul tripano. Estos datos establecen por lo tanto que las células
tumorales HeLa y CaLo son capaces de secretar un factor con actividad
inhibidora de la proliferacion de células linfociticas humanas (AIPCLH),

provenientes de sangre periférica.

Teniendo en cuenta que los medios condicionados se encuentran
constituidos por una gama de moléculas y factores de naturaleza quimica
diferente, de tal forma que en ellos se pueden encontrar azucares, lipidos,
proteinas e incluso acidos nucleicos, se procedio a determinar si la AIPCLH es de
naturaleza proteica, dado que en la literatura se ha reportado que la mayoria de
los factores con actividad inhibidora de la proliferacién son de naturaleza proteica
o glicoproteica (Meager, 1991; Santos-Argumedo, 1994). Para ello, los medios
condicionados provenientes de cultivos de las células tumorales fueron tratados
con una enzima llamada tripsina que ataca especificamente en la unién de los
aminoacidos arginina y lisina, provocando su ruptura y en consecuencia su
desnaturalizacion y perdida de su actividad (Stryer, 1976) (Fig. 2). De igual
manera, es conocido que las proteinas son funcionales a temperatura especifica y
su funcionalidad puede ser bloqueada al incrementar la temperatura, por lo que los
medios condicionados fueron calentados a 37, 45, 55 y 100°C, con el objeto de

desnaturalizar y desactivar a las proteinas presentes (Fig.3).
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Figura 2. Efecto de la tripsina sobre los MC de las lineas tumorales HeLa y CalLo. Las células
fueron sembradas en placas de 96 pozos y el MC fue incubado una hora antes de la siembra con
la tripsina al 0.05% (1:1 v/v). La evaluacion del numero celular se realiz6 a las 64 horas a través de
la técnica de incorporacion de timidina tritiada. (LSP=linfocitos de sangre periférica; MC=medio

condicionado, trip=tripsina)
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Figura 3 . Efecto de la temperatura sobre los Medios Condicionados de las lineas tumorales Hela
(@) y CalLo (b). Las células linficiticas fueron sembradas en placas de 96 pozos y los MC fueron
sometidos a calentamiento a 37, 45, 55 y 100°C durante una hora. La evaluacién se realizé a las
64 horas . El numero celular fue evaluado a través de la técnica de incorporacion de timidina
tritiada.

Los resultados observados en las figuras 2 y 3 sugieren que la AIPCLH
presenta una naturaleza proteica ya que la actividad fue bloqueada al ser tratada

con la proteasa tripsina y al calentarla arriba de 45 °C.

Una vez que se ha determinado que las células tumorales HelLa y Calo,
son capaces de secretar un factor de naturaleza proteica, con actividad inhibidora
de la proliferacion de células linfociticas humanas, es necesario saber el rango de
peso molecular que tiene dicha actividad, con el fin de poder trabajar con una
muestra mas pura y enriquecida. Para tal fin, los medios condicionados
provenientes de las células tumorales HelLa y Calo fueron separados a través del
uso de membranas de corte molecular:1, 10,30 y 50 kDa., generando fracciones
de los medios condicionados con un rango de peso de 1 a 10 kDa, de 10 a 30
kDa, de 30 a 50 kDa y mayor de 50kDa.
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Fig. 4. Efecto de las fracciones de los MC de las lineas tumorales HelLa (a) y CalLo (b) en los
linfocitos de sangre periférica. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos y las
fracciones fueron puestas al momento de la siembra. La evaluacion del numero celular se realizé a
las 64 horas de estimulacién con 100 ug/ml de MC de HelLa y Calo respectivamente a través de la
técnica de incoporacion de timidina tritiada.

Los resultados muestran que la actividad inhibidora de la proliferaciéon de
células linfociticas humanas (AIPCLH) presenta un peso molecular arriba de los 50

kDa, registrando una inhibicion de un 80% para ambas lineas celulares (Fig 4).

Dadas las caracteristicas de esta proteina, que presenta un peso molecular
arriba de 50 kDa con actividad inhibidora de la proliferacion de células linfociticas,
genera la duda de, si se trata de un factor conocido como es el caso del TGFj o

se trata de un factor desconocido. Para aclarar esta interrogante, los MC fueron
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tratados con un anticuerpo neutralizante contra TGFpB, con el propédsito de

determinar si la actividad inhibidora de la proliferacién presente en los MC es

debida al TGFp (Fig. 5)
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Fig. 5. Efecto de 100, 10 y 1 ug/ml de proteina total proveniente de CalLo (A) y HelLa (B) sobre
cultivos de linfocitos de sangre periférica humana asi como el bloqueo del TGF; secretados por
dichas células tumorales, con 1 ng/ml de mAb anti- TGFp4. El potencial proliferativo fue evaluado a

través de la técnica de incorporacion de timidina tritiada.

Los resultados obtenidos establecen que con 100 ug/ml de proteina total

proveniente de los sobrenadantes de HelLa y Calo, se abate la proliferacion de los

cultivos de linfocitos hasta un 75 %. El sobrenadante de HelLa inhibié desde un
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75% (10 pg/ml) hasta un 45 % (1 pg/ml). En el caso de CalLo se obtuvé un
45 % con 10 y 1 ug/ml. Con respecto al bloqueo de la actividad del TGFf3 se
observdé que la actividad inhibidora de Ila proliferacion presente en los
sobrenadantes, sobre los cultivos de linfocitos, se bloquedé hasta en un 100%
cuando se le dirigié el mAb neutralizante anti- TGFB1, demostrandose que el
TGFB1 es el principal responsable de tal actividad, sin embargo en CalLo existi6
una incompleta recuperacion de la proliferacion celular cuando se trataron con el
mAb neutralizante, sugiriendo la posible participaciéon de factores distintos al
TGFp1.

Todos nuestros resultados indican que las células tumorales secretan
moléculas que presentan AIPCLH, que son de naturaleza proteica, con un peso
mayor a 50kDa y que muy probablemente el TGF esta directamente relacionado
con dicha actividad, sin embargo es necesario saber si esta inhibicion es
ocasionada por el paro del ciclo celular en la fase G4, por lo que se llevé a cabo
una citometria de flujo con el propdsito de determinar la distribucion del ADN en el
ciclo celular y observar en que fase del ciclo celular son detenidas las células (Fig.
6)

Los resultados muestran que los LSP sin estimulo (control) tienen un 85%
de células en G4, (M1) 5% en S (M2) y 10% en G2-M (M3), los LSP estimulados
con el MC de Hela, tienen un 91% de células en G4, un 1% en Sy un 8% en G,-M
y por ultimo los LSP estimulados con MC de Calo tiene 89% en G1,4% en Sy 7%
en G,-M. Aunque aparentemente ay un incremento en el porcentaje de células en
la fase G1 del ciclo celular, éste es muy pequefio y no correlaciona con la
magnitud que tienen los MC sobre el potencial proliferativo de las células
linfociticas. Sin embargo, en la region 4 de distribucién del ADN (a la izquierda de
M1, se muestra un incremento significativo. Esta region M4 es considerada con un

contenido de ADN menor que el que presenta la regién M1, por lo que algunos
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investigadores lo asocian como un indicativo de apoptosis (Tabla 1), sugiriendo

que probablemente las células linfociticas son inducidas a entrar en apoptosis.

Tabla 1. Resultados obtenidos en el citémetro.

Regiones Control HelLa CalLo
::a"zadas ol Eventos % Total Eventos % Total Eventos % Total
citémetro 5000 100 5000 100 5000 100
M1 (G1) 3515 70.3 3389 67.78 3732 74.64
M2 (S) 198 3.96 42 .84 188 3.76
M3(G2/M) 395 7.9 306 6.12 297 5.94
M4 591 11.82 971 19.42 506 10.12
M5 307 6.14 297 5.94 283 5.66
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Fig. 6. Efecto de los MC de CalLo y HeLa en el ciclo celular de células linfociticas. Las células
fueron sembradas en cajas de 2.5 ml y estimuladas con 100 ul/ml de MC de HelLa y Calo, la
evaluacién se llevé a cabo a las 60 horas en el citdbmetro de flujo. En las graficas, M1, M2 y M3,

representan el porcentaje de células en las fases G4, S y G,-M del ciclo celular respectivamente.
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DISCUSION

A pesar de los importantes avances en el descubrimiento y tratamiento del
cancer, éste sigue siendo considerado uno de los principales causantes de
muerte, junto con otras enfermedades. En México y el resto del Mundo el CaCu
ocupa los primeros lugares en causas de muerte en mujeres (Rorke y col, 2000).
Esto nos hace pensar que todavia falta mucha investigacion acerca de los
recursos que usan las células tumorales para poder proliferar y que es necesario
comprender mejor todos los factores involucrados para poder ofrecer una cura

eficaz contra esta enfermedad.

Las células tumorales tienen varias caracteristicas que las hacen
peligrosas para el huésped, incluida la capacidad de invadir otros tejidos y de
inducir la vascularizacidén capilar, la cual les asegura un buen abastecimiento de
nutrientes que les permite proliferar, pero el mas destacado es el de responder de
manera anormal a los mecanismos de control que regulan la division de las células
normales, dividiéndose de una forma relativamente incontrolada hasta producir la
muerte del huésped ( Weinberg, 1996, Keleg y col 2003)

En el caso particular del Cancer Cérvico Uterino (CaCu), no es claro cuales
y cuantas citocinas secretan y cual es su papel en la tumorugénesis. En este
trabajo se ha encontrado que en los sobrenadantes o medios condicionados de
cultivos de dos lineas celulares provenientes de tumores de pacientes con cancer
cervicouterino, presentan una actividad inhibidora de la proliferacion de células
linfociticas humanas (AIPCLH). Dicha actividad tiene una naturaleza proteica y un
peso mayor a los 50 Kda, apoyando la hipétesis de que las células tumorales son
capaces de secretar factores o citocinas que les favorecen en su proliferacién o
evasion de la respuesta inmunoldgica. Es de llamar la atencién, que el peso
molecular observado para la AIPCLH es mayor de 50 Kda, peso que no

corresponde con el reportado para el TGF- B, sin embargo, es posible que el peso
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obtenido a través de las membranas de corte, sea consecuencia de una
agregacion ocasionada por las condiciones en que se realiza esta técnica (alta
presion), por lo que seria conveniente en un futuro, realizar una separacion
cromatografica en columnas de exclusién molecular, para corroborar su peso u
obtener el peso real, el cual creemos que es de 25 Kda, correspondiente al TGF- 3
en su estado activo, acorde con lo observado con el uso de anticuerpos
neutralizantes contra el TGF-B, los cuales bloquearon casi en su totalidad la
actividad inhibidora (AIPCLH), presente en los sobrenadantes de cultivos de las
células CalLo y Hela. Estos resultados indican que las células tumorales de CaCu
CalLo y HelLa secretan TGF-B el cual es utilizado para bloquear la vigilancia
inmunologica. Sin embargo, seria conveniente determinar la subpoblacion de
linfocitos que son afectados por los sobrenadantes de estas lineas celulares, ya
que el estudio se realizd6 con todas las poblaciones existentes de linfocitos
presentes en el paquete leucocitario. Por otro lado, se ha reportado que el TGF- 3
detiene a las células en la fase G1 del ciclo celular, o en algunos casos las induce
a la apoptosis. Con respecto a nuestros resultados, encontramos que la AIPCLH
no detiene a las células linfociticas en la fase G1 de manera significativa, sin
embargo, cuando analizamos la distribucion del contenido de ADN en las cinco
regiones del histograma (Fig. 6) y en la tabla 1, encontramos un incremento
significativo en la region M4, que muchos investigadores interpretan como un
indicativo de apoptosis, que sugiere que la AIPCLH probablemente esté
induciendo a las células linfociticas a entrar en apoptosis. No obstante esta
interpretacion no se puede descartar un efecto citostatico o inclusive citotoxico
(muerte por necrosis). Es de llamar la atencion que las células tumorales usen un
factor que presenta una actividad inhibidora de la proliferacién de muchos tipos
celulares, indicando que por alguna razén estas células tumorales son resistentes
al efecto inhibidor del TGF- B, y el hecho de que células normales como los
linfocitos de sangre periférica humana sean inhibidos por el TGF- 3 presente en
los sobrenadantes de cultivos de células tumorales de CaCu, implica que el TGF-

B no presenta alguna mutacién que altere esta actividad, sugiriendo que la
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modificacion que presentan las células tumorales de CaCu esta en su maquinaria

celular y no en la modificacion de la estructura y funcion del TGF- (3.

Por otro lado, las lineas celulares utilizadas en este trabajo son HPV-18,
abriendo la interrogante de si las células HPV-16 o sin HPV presentan la actividad
inhibidora de la proliferacion de linfocitos de sangre periférica humana, es decir, si
la AIPCLH es dependiente del tipo de HPV o es una caracteristica especifica de
este tipo de tumor, independientemente de la presencia o ausencia del HPV. Todo
esto con el fin de aportar informacion que permita entender de manera mas
adecuada la participacion de factores o citocinas que estan involucrados en el
mecanismo tumorugénico, de tal forma que se pueda lograr en un futuro, proponer
a algun o algunas citocinas o factores como agentes con potencial terapéutico

para patologias como el cancer.
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CONCLUSIONES

Los medios condicionados provenientes de cultivos de células tumorales de

CaCu HelLa y CalLo presentan una actividad inhibidora de la proliferacién de

células linfociticas humanas (AIPCLH).

La AIPCLH de las células tumorales es de naturaleza proteica.

La AIPCLH de las células tumorales HelLa y CalLo tiene un peso mayor a

los 50kDa.

Las células tumorales HelLay Calo secretan TGF-3

El TGFB que secretan las células tumorales HeLa y CalLo es el principal

responsable de la actividad inhibidora de la proliferacion de células
linfociticas humanas (AIPCLH).
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APENDICE

Analisis estadistico ANDEVA o analisis de varianza

Tratamiento Numero celular ni Xi Xi.
Control 490000 440000 440000 3 1370000 453333.67
HeLa 340000 350000 200000 3 890000 296667
H + Trip 450000 440000 460000 3 1350000 450000
H 37 320000 330000 300000 3 950000 316666.667
H 45 420000 440000 460000 3 1320000 440000
H 55 510000 450000 460000 3 1420000 473333
H 93 390000 510000 430000 3 1330000 443333
Total 21 8630000
F gl SC CM F calc Fteor
ue
nt
e
Tr 7-1=6 137000073 + 8900007 /3 +.. + 634447630 10573333300/ F0.95,
at 1330000%/3 — 8630000%/21= 000/6= 1909523786= 6.14 =
3640566667000 — 3571219048000 = 105733333 5.54 )
a 6344476300000 00 2.85
m
ie
nt
0s
Er 21-7=14 4900007 + 267333330
0 440000%+...+510000*+430000°- 00/14 =
c 3640566667000 = 26733333000 190922378
Fcalc. > F Teorica por tanto hay diferencia significativa entre 2 o mas pares de medias.
DHS = qa,k,gl error VS2 error/n
DHS = q0.05,7,14V1909523786/3 = 4.83V1909523786/3 = 70353.94
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7
X1 - 159999 06666 140000 16666 16667 13333
X2 - - 153333 19999 143333 176666 146666
X3 - - - 133334 10000 23333 06667
X4 - - - - 123334 156667 126667
X5 - - - - - 33333 3333
X6 - - - - - - 30000
X7 - - - - - - -
pl—-p2 )
pl—p4
p2—p3
u2—us
u2—p6 > Presentan diferencia significativa
n2—u7
p3—u4
pd—ps
p4—u6

ud—u7-




Tratamiento Numero celular ni Xi Xi.
Control 490000 440000 440000 3 1370000 453333.67
InBl1 300000 260000 280000 3 840000 296667
I+ Trip 450000 370000 340000 3 1160001 450000
137 330000 310000 290000 3 930000 316666.667
145 380000 350000 360000 3 1089999 440000
155 460000 510000 450000 3 1419999 473333
193 440000 500000 480000 3 1419999 443333
Total 21 8159998
Fuente g. SC CM F calc Fteor
1.
Tratamientos 7- 1370000°/3 + 100140184000/6= 116690030670/2944179500= F0.95,6,14
1= 840000% /3 +...+ 16690030670 6.63 =
6 1419999°/3 — 2.85
8159998%/21=
3270881487000 —
3170741303000 =
100140184000
Error 21- 490000” + 41218513000/14
7= 440000%+...+ =2944179500
14 500000%+480000%-
3270881487000 =
41218513000
Fcalc. > F Teorica por tanto hay diferencia significativa entre 2 o mas pares de medias.
DHS = qa,k,gl error VS2 error/n
DHS = q0.05,7,14V2944179500/3 = 4.83v2944179500/3 = 87359.07
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7
X1 - 176666.7 ©9999.7 146666.7 93333.7 16666.3 16666.3
X2 - - 106667 30000 83333 193333 193333
X3 - - - 76667 23334 86666 86666
X4 - - - - 53333 163333 163333
X5 - - - - - 110000 110000
X6 - - - - - - -
X7 - - - - - - -
pl—u2 )
pl—u4
pl—us
n2—u3
pu2—p6 > Presentan diferencia significativa
p2—-u7
p4—n6
p4—u7
pnS5—u6

us—u7-
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