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1.- El cancer de colon y recto

Las estructuras anatémicas que forman el tracto gastrointestinal inferior son el colon, el
recto y el ano. Aunque existen importantes diferencias fisiolégicas entre estos segmentos y
posiblemente diferentes factores de riesgo para el cancer de estas localizaciones, los estadios
y la supervivencia para los de colon y recto son similares, por lo que de forma habitual se habla

del cancer colorrectal como un conjunto.

El cancer colorrectal (CCR) es un problema mundial, con una incidencia anual de
aproximadamente 1 millon de casos, y una mortalidad anual de mas de 500.000. Asi, el CCR
es la segunda causa de mortalidad por cancer entre hombres y mujeres. Ademas, se prevé que
el nimero absoluto de casos aumentara en las proximas dos décadas como resultado del
envejecimiento y la expansion de las poblaciones, tanto en los paises desarrollados como en

los paises en desarrollo (1, 2).

Se postula que la iniciaciéon del carcinoma colorrectal estd en intima relacion con el
desarrollo de alteraciones en el genoma, y se desarrolla a partir de una fase previa de
adenoma que, tras sucesivos acontecimientos, da lugar al cancer. Asi, el pélipo adenomatoso
esta considerado la lesién premaligna del carcinoma colorrectal, por lo que su diagnéstico

precoz es fundamental, cuando todavia es posible la curacién endoscépica o quirdrgica.

La inmensa mayor parte de los carcinomas colorrectales son adenocarcinomas
glandulares, y se caracterizan por la invasion de los tejidos o estructuras circundantes y por su

potencial para metastatizar, bien por via linfatica o vascular.

Cerca del 50% de los pacientes con cancer del colon desarrollaran metastasis
hepéticas, ya sea en el momento de la presentacion inicial o como resultado de la recidiva de la
enfermedad. Aunque solo una pequefia parte de los pacientes con metastasis hepaticas son
aptos para someterse a reseccion quirargica, los avances en las técnicas de ablacién del tumor
y en la administracion de quimioterapia regional y sistémica ofrecen varias opciones de

tratamiento (3).
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Pélipos
del colon

Figura 1. Pélipos en el colon (3).

1.1. Etiologia y factores de riesgo

En la actualidad se acepta la existencia de diversos factores genéticos y ambientales

gue favorecen la aparicion del cancer colorrectal.

Entre los factores genéticos destaca la alteracion en el gen supresor de tumores APC

(adenomatous polyposis coli) identificado por Groden y cols. en 1991 (4). La inactivacién del
gen APC se ha encontrado en mas del 80% de los casos descritos de tumores colorrectales,
apareciendo como una alteracion temprana durante el desarrollo del pdlipo adenomatoso. Su
modificacion da lugar a afecciones hereditarias, como poliposis adenomatosa familiar (FAP) y
cancer de célon hereditario no polipésico (HNPCC). La FAP es una entidad autosOmica
dominante, aunque un tercio de los casos nuevos son provocados por una mutacion de novo.
Por su parte, el cancer colorrectal no polipésico hereditario (HNPCC) o sindrome de Lynch, con
transmision autosémica dominante, es la forma més comuin de cancer colorrectal familiar
sindrémico. Para su diagndstico, un grupo de consenso establecié una lista de criterios clinicos
(criterios de Amsterdam 1) que han de cumplirse para considerar que un paciente presenta
fenotipo HNPCC (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios de Amsterdam |1 para cancer colorrectal no polipésico hereditario (HNPCC).

e Hay por lo menos tres parientes con cancer colorrectal o con otros canceres vinculados a
HNPCC (endometrio, estomago, renal, uréter, biliar, intestino delgado), uno de los cuales es un
pariente de primer grado de los otros dos.

Estan afectados por lo menos dos generaciones sucesivas.
El cancer colorrectal ha sido detectado antes de la edad de 50 en uno de los parientes.
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Tal vez el CCR sea el cancer humano con mayor componente familiar. La proporcién
estimada de canceres colorrectales que es atribuible a causas hereditarias varia de entre un
5% y un 30%. Los sindromes heredados con defectos genéticos conocidos son responsables
de un 1-5% de todos los CCR. Entre el 10% y el 30% de los pacientes con CCR tienen
antecedentes familiares de CCR pero no pertenecen a un sindrome hereditario conocido. El
acumulo de casos familiares es frecuente, y aparentemente implica un mayor riesgo. Los
parientes de primer grado de las personas con CCR tienen el doble o triple de riesgo de CCR
que la poblacion normal. Ademas, este riesgo aumenta con la cantidad de parientes con CCR,
cuanto mas cercanos sean los parientes al paciente y con la edad de presentacion del CCR en
los miembros de la familia. Los individuos con antecedentes personales de cancer colorrectal
también tienen un mayor riesgo de presentar cancer posteriormente. Por lo tanto, el riesgo de
CCR aumenta en las personas con antecedentes familiares de CCR no sindrémico y en
aquellos con antecedentes de adenomas en parientes cercanos menores de 60 afos. (Tabla
2).

Otros sindromes familiares menos comunes son:

* Poliposis juvenil (5).
 Sindrome de Peutz—Jeghers (6).
+ Sindrome de Cowden (7).

De todas formas, en la mayoria de los casos de CCR no existe un claro patrén familiar
(figura 2) y las alteraciones genéticas se producen de manera puntual en una o varias células
del colon. Por ejemplo, mutaciones del oncogén K-ras poseen una alta actividad oncogénica (8)
asi como la alteracion del oncogén p-53 situado en el cromosoma 17p facilita la acumulacién
de mudltiples alteraciones genéticas en las células tumorales, lo cual propicia el paso de

adenoma tipo 3 a carcinoma.

Tabla 2. RR, riesgo relativo; IC, intervalos de confianza. (Adaptado de: Burt RW (Gastroenterol Clin
North Am 1996;25:793-803) and Johns LE, Houlsan RS (Am J Gastroenterol 2001;96:2992-3003).

Situacion familiar RR IC 95%

Un pariente de primer grado con CCR 2.25 200a253
<45a 3.87 240a6.22
45-59 a 2.25 1.85a272
>59a 1.82 147 a225

Dos o mas parientes de primer grado con CCR 425 3.01a6.02

Solo dos parientes de primer grado 376 256 a5.51

Un pariente de segundo o tercer grado con CCR 1.50

Dos parientes de segundo grado con CCR 2.30

Un pariente de primer grado con un adenoma < 60 a 1.99 155a255
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Casos esporadicos I-*“’_'_'d i

Riesgo familiar
10-30%

Sindromes

hamartomatosos
~ 0.1%

Figura 2. Factores de riesgo familiar y cancer colorrectal (2).

Por otra parte, ciertos factores no genéticos aumentan aparentemente el riesgo de

desarrollar esta enfermedad:

Pdlipos adenomatosos. Las personas que han tenido adenomas son mas

propensas a tener pélipos nuevamente y a sufrir cancer de célon (9).

La edad. El 93% de los casos diagnosticados pertenecen a personas mayores de

50 afios, siendo la mitad de ellos mayores de 70 afios (10).

Enfermedad Inflamatoria Intestinal. En general, los procesos inflamatorios del

intestino grueso aumentan la incidencia de cancer de célon (11, 12).

Inactividad fisica y obesidad. Aunque el mecanismo no es conocido, un estilo de
vida sedentario y el sobrepeso se asocian a una mayor incidencia de cancer
colorrectal (13, 14).

Productos pirrélicos. Se generan al someter la carne a altas temperaturas,
existiendo estudios que asocian el cancer de colon al consumo de carne, sobre

todo frita 0 asada en exceso (15-18).

Vitaminas A, C, D y E. Las dietas ricas en estas vitaminas disminuyen el riesgo de

desarrollar cancer de colon (14; 19-21).

Fibra y grasa de la dieta. Numerosos estudios epidemiolégicos sugieren que la
dieta rica en fibra y baja en grasa ejerce un papel protector en el desarrollo del

cancer de colon aunque el mecanismo sigue sin conocerse (14; 18; 22-25).
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e Tabaco y alcohol. La ingesta de alcohol y el consumo de tabaco se asocian con un

incremento en el riesgo de desarrollo de adenomas y cancer de colon (13; 26, 27).

1.2. Epidemiologia

En la base de datos Globocan 2002 de la Agencia Internacional para Investigacion
sobre Cancer (IARC), se estima que la incidencia mundial anual de cancer colorrectal es
550.000 nuevos casos y 278.000 muertes para los hombres, y 473.000 nuevos casos Yy
255.000 muertes para las mujeres. En 2002, el cancer colorrectal comprendia un 9.4% del
cancer mundial en ambos sexos, siendo la incidencia mas alta en América del Norte, Australia,
Nueva Zelanda, y partes de Europa. Esto llevo a que se considerara al cancer colorrectal como

una enfermedad del estilo de vida occidental.

Las tasas de mortalidad por cancer colorrectal normalizadas por edad en hombres y
mujeres en los paises occidentales se mantuvieron estables durante todo el siglo XX, y tal vez
ahora hayan comenzado a disminuir. En cambio, se estan observando rapidos cambios en

paises considerados de bajo riesgo anteriormente (2).

En Europa, las tasas de mortalidad normalizadas por edad han aumentado en la zona
del este y meridional, mientras que se han estabilizado en la mayoria de los paises del norte y
centro. En los ultimos afios, las tendencias de mortalidad se muestran sisteméaticamente més

favorables para las mujeres que para los hombres.

En EEUU los registros de Vigilancia Epidemioldgica y Resultados Finales (28) sugieren
que entre 1973 y 1989, la incidencia de cancer de colon normalizada por edad en hombres se
elevé un 11% en los caucésicos y un 39% en afroamericanos, mientras que la incidencia de
céncer rectal cayo un 5% en los caucésicos y se elevo un 27% en los afroamericanos. En las
mujeres, la incidencia del cancer de colon bajé un 3% en caucasicas y aumentd un 26% en las
afroamericanas, mientras que las tasas de cancer rectal cayeron un 7% y un 10%,
respectivamente. Desde 1990, la incidencia de cancer de colon (normalizada por edad) ha
disminuido progresivamente. La practica de prevencién mediante polipectomia puede haber

incidido en esto.

En Japédn, las tasas de mortalidad normalizadas por edad para cancer colorrectal eran
bajas a mediados del siglo XX, pero aumentaron (multiplicandose aproximadamente por tres)

en ambos sexos en el periodo 1955-84 (2).

En la figura 3 se muestra la incidencia de los distintos tipos de cancer para hombres y

mujeres en Espafia (2).
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Spain Spain
MNew cancer cases (all ages), Males Mew cancer cazes (all ages), Females
Total: 97765 Total: 63983

17983 (18.4%) [l Lung
13253 (13.6%) [l Prostare
12418 (12.7%)  Colon and rectum
10705 (10,9%) [ Bladder
s161(5.2%) M Stomach
4036 [ 4.1%) [l oral caviey
2765 13.9%) Il Laryns
2070 2.1%) [ Men-Hodgkin lymphema
2027 3.1%) [l Liver
24347 (24.9%) || Other

15855 (24.8%) [l Breast
2546 (14.5%) [l Colon and rectum
3856 (6.0%)  Corpus uteri
9262 (5.19%) [ Ouary etc,
2046 (4.8%) [ Stemach
2476 (2.9%) [l Mon-Hodgkin lymphoma
2103 (3.3%) Wl Cervis uteri
2038 (2.2%) M Lung
1916 (2.0%) M Leukaemia
19885 (31.1%) [ Other

GLOBOCANM Z00Z, IARC GLOBOCAN 2002, IARC

Figura 3. Representacion grafica de los nuevos casos de cancer para los hombres y mujeres en Espafa (Globocan 2002).
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2.- CIRUGIA Y FACTORES DE CRECIMIENTO

Toda cirugia implica la produccion de heridas que posteriormente habran de cicatrizar.
En el caso que nos ocupa (cirugia de las metastasis hepaticas del cancer colorrectal) hay que
afadir a éstas una pérdida de parénquima hepatico que el organismo habra de reponer. Por lo
tanto, las resecciones hepaticas por metastasis dan lugar a la puesta en marcha de dos
procesos biolégicos de gran complejidad: la cicatrizacion y la regeneracion hepatica.
Revisaremos a continuacién los aspectos mas relevantes para nuestro trabajo de ambos

procesos.

2.1. Cicatrizacion de las heridas.

La aparicion de una herida en cualquiera de sus formas altera el medio interno tisular
condicionando la aparicion de distintas respuestas bioldgicas, como la hemorragia, la
vasoconstriccidn, la coagulacion, la activacion del sistema del complemento y otras respuestas
inflamatorias (29). Esta compleja cascada de acontecimientos biolégicos origina la formacion
de tejido reparador. Este crecera desde los bordes de la lesion para unirlos y ocupar el espacio

de la incision, restableciendo la continuidad tisular.

Por tanto, podemos definir a la cicatrizacion como un proceso dinamico e interactivo
que comienza en el momento de producirse la herida implicando a distintos tipos celulares, a
la matriz extracelular y a gran nimero de mediadores bioquimicos y moléculas mensajeras
(hormonas de la herida). Estos mecanismos bioldgicos son tanto mas copiosos cuanto mayor
sea la extension del dafio traumético. Ello justifica que cuando el mismo es amplio (gran
quemado, traumatismos extensos multiples) aquéllos puedan difundirse de manera profusa y
establecer respuestas generales importantes (sindrome de respuesta inflamatoria sistémica)
(30).

En sentido estricto, la cicatriz resultante no constituye una auténtica regeneracion pues
siempre es de naturaleza conjuntiva y menos resistente que el tejido en el que se implanta.
Dentro de los tejidos sélidos solo poseen auténtica capacidad de regeneracion las células
epiteliales y los hepatocitos, por lo que en las heridas que afectan a los epitelios (piel y
mucosas) a la cicatrizaciébn se suma una regeneracion epitelial o epitelizacion, existiendo
relaciones mutuas entre los fendmenos celulares que intervienen en ambos procesos (31,32).
La cicatrizacion no debe ser considerada como un término genérico, Unico, sino mas bien como
una serie de procesos perfectamente regulados e interrelacionados. Estos procesos, que
incluyen la coagulacion, la inflamacion, el depdsito y diferenciacion de la matriz extracelular, la
angiogénesis, la fibroplasia, la epitelizacion, la contraccion y la remodelacion, comienzan en el

momento de producirse la herida y duran durante todo el proceso (33-44).
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Asi pues, la respuesta normal a una lesién tisular es un proceso de reparacion
ordenado en el tiempo que resulta en una recuperacion de la integridad anatémica y funcional.
Esta respuesta precisa una compleja integracion de procesos interactivos en la que son
primordiales las relaciones célula-célula y célula-matriz extracelular, mediadas por mensajeros
humorales y moléculas de adhesion. Estos procesos deben seguir una secuencia temporal
estricta, de manera que cada uno tiene su cronologia, aunque habitualmente se superponen.
Dependiendo de las caracteristicas de la herida cada uno de dichos procesos tendra mayor o
menor protagonismo. En la mayoria de los casos el resultado final sera la curacion, esto es,
una éptima cicatrizacion, pero en ocasiones se producen problemas que alteran el proceso

reparador y, por tanto, el resultado da lugar a situaciones patoldgicas (44).

Como ya hemos mencionado con anterioridad la cicatrizaciéon es el resultado de una
serie de procesos interrelacionados que incluyen la coagulacién, la inflamacion, el depdsito y la
diferenciacion de la matriz extracelular, la angiogénesis, la fibroplasia, la epitelizacion, la
contracciéon y la remodelacién. Tradicionalmente este conjunto de procesos se ha dividido de

modo esquematico en tres fases:

e Fase catabdlica, de inflamacién postraumatica, destructiva o desasimilativa. Su inicio lo
marca el instante en que se produce la herida y sus objetivos basicos son el conseguir
una hemostasia adecuada y crear una barrera inmune que evite la penetraciéon de
gérmenes. Por este motivo también es denominada etapa de hemostasia-inflamacion.

e Fase anabdlica, de reparacion o asimilativa: fundamentalmente encaminada a conseguir
una adecuada reparacion tisular mediante la creacion de nuevo tejido.

e Etapa de remodelado: encaminada a dotar de funcionalidad al tejido cicatricial formado

con anterioridad.

Esta visidbn basica del proceso de cicatrizacion no supone que dichas etapas se
encuentren realmente definidas sino que en su desarrollo, a pesar de tener un comienzo
cronolégicamente  distinto, se encuentran ademas de superpuestas claramente
interrelacionadas. De hecho, existe una dependencia total entre ellas para conseguir un
resultado 6ptimo, lo que requiere de una regulacién exquisita de las mismas para conseguir el
objetivo final (44).

2.1.1. Fase inicial

Recientes estudios moleculares y biocelulares han puesto de manifiesto que los
procesos reparadores de nuestro organismo comienzan en el preciso instante en que se
produce la lesion tisular, intentando minimizar las consecuencias que se generan de dicha
agresion e intentando poner en marcha los mecanismos especificos de reparacion tisular. En
condiciones normales, dura por término medio una semana y posee los rasgos biolégicos

comunes a cualquier reaccion inflamatoria (31; 44).
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La respuesta inicial ante cualquier herida es intentar reducir o frenar la hemorragia que
casi inevitablemente la acompana. Asi, se produce una vasoconstriccion refleja que, de manera
temporal, reducird las pérdidas hematicas. Sin embargo, este mecanismo, dependiente del
musculo liso vascular, se agota en unos pocos minutos. Para asegurar una hemostasia
verdadera es necesaria la formacion de un codgulo insoluble de fibrina. Con este objetivo se
produce una agregacion plaquetaria junto con la activacion del sistema de la coagulacion por el

colageno y las proteinas de las membranas basales expuestas tras la lesién (37; 45).

Las plaguetas activadas que se encuentran formando parte del coagulo se encargan de
ampliar la respuesta inflamatoria que sigue a este momento, mediante la liberacion de
mediadores. Pero también liberan factores de crecimiento tisular como el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (plateled-derived growth factor: PDGF), el factor de crecimiento y
transformacion alfa y beta (transforming growth factor: TGF-a y TGF-B) y el péptido activador
de los neutréfilos 2 (neotrophil activating peptide-2). Estas moléculas son potentes factores de
crecimiento y agentes quimiotacticos para diferentes tipos celulares: leucocitos, monocitos,
células endoteliales, fibroblastos y queratinocitos. De esta manera podemos afirmar que la
coagulacion y la agregacion y degranulacién plaquetaria son fenémenos criticos para el hormal

desarrollo del proceso de reparacion tisular.

Una vez que la hemorragia ha sido controlada, la vasodilatacion (aumentando el flujo
sanguineo local) y el aumento en la permeabilidad de los vasos adyacentes a la lesién facilita
la migracion de células inflamatorias hacia la herida. Estos fendmenos son mediados por la
histamina, la PGE,, la PGI, y el VEGF. Todas estas sustancias vasodilatadoras son liberadas
por las células cebadas y por las células endoteliales previamente dafiadas. En este momento,
la herida se encuentra repleta de detritos derivados de la lesion inicial. Este material consiste
en una mezcla de tejido lesionado y desvitalizado (grasa, musculo, epitelio), coagulo
(plaquetas, fibrina, fibrinégeno, eritrocitos), bacterias (provenientes de la piel y del medio
externo), proteinas plasmaticas extravasadas (glicoproteinas y mucopolisacaridos) y todo aquel
material extrafio incluido en el momento de producirse la agresiéon. Durante las proximas horas
o dias (dependiendo de la cantidad de material a desbridar) la herida sera limpiada de
bacterias, tejido desvitalizado y cuerpos extrafios por las células reclutadas hacia el foco

inflamatorio (46).

En la fase inflamatoria inicial los neutréfilos o polimorfonucleares (PMN) son la
poblacién celular predominante que llega a la herida. Ya se observa un aumento en la
concentracion de estas células casi inmediatamente después de producirse la lesion,
alcanzando su pico maximo a las 48 horas. Para que los PMN alcancen el foco de la herida y
desarrollen sus funciones deben haber tenido lugar diferentes procesos biolégicos: adhesion de

los PMN al endotelio, quimiotaxis y migracién al foco inflamatorio y, finalmente, activacién de
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los mismos. En la actualidad conocemos que la extravasaciéon de leucocitos circulantes es
crucial para el desarrollo de las reacciones inflamatorias. En este sentido las células
endoteliales y los leucocitos interaccionan activandose y mostrando en superficie receptores
para moléculas de adhesion a través de las cuales se llevara a cabo dicha interaccion. Dentro
de estas moléculas de adhesion se distinguen tres grandes familias: la familia de las supergen-
inmunoglobulinas, las selectinas y las integrinas. Si bien todas estas moléculas parecen tomar
parte en estos procesos de interaccion célula-célula, la integrina b2 en la membrana
leucocitaria y la inmunoglobulina ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) en la superficie
endotelial son las moléculas que parecen gozar de mayor protagonismo. Una vez
extravasados, los leucocitos deben acudir al foco de la lesibn donde se activaran para
desarrollar sus funciones. Ademas de las moléculas que ya hemos citado con anterioridad, se
han identificado un grupo de moléculas proteicas de bajo peso molecular y con residuos de
aminoacidos ricos en cisteina, denominadas quimiocinas C-X-C, que controlan la quimiotaxis y
activacion de los PMN. Entre ellas podemos citar la interleucina 8 (IL-8), las moléculas
derivadas de la proteina plaquetaria basica (como el NAP-2), y la proteina activadora de
neutréfilos de origen epitelial (ENA-78). Las funciones fundamentales de los PMN son la
fagocitosis de microorganismos y la liberacién de sustancias quimiotacticas (interferén alfa,
TNF, IL-1, IL-6, IL-8, TGF-b, GM-CSF) capaces de propagar la respuesta inflamatoria. Sin
embargo, en diferentes modelos experimentales se ha objetivado que no son imprescindibles
para la cicatrizacion (sobre todo en ausencia de bacterias) e incluso que la inhibicién de los
PMN, en estudios sobre quemaduras, previene la aparicién de algunas complicaciones como la
necrosis progresiva. Por tanto, parece que existe un cierto equilibrio entre el beneficio y el
perjuicio que producen en la herida y que cantidades excesivas de PMN dentro de ella pueden

mostrarse perjudiciales.

La segunda ola de elementos celulares que llegan a la herida son los monocitos
circulantes que terminan diferenciandose hacia macréfagos tisulares cuando alcanzan dicha
herida. Generalmente comienzan a aparecer transcurridas 24 horas y persisten mas alla de
una semana. Estos macréfagos tienen capacidad para proliferar y, al igual que los PMN,
capacidad fagocitaria, completando el proceso de destruir todo el material no necesario para
las siguientes etapas de la cicatrizacién. Sin embargo, su funcién no se limita a la fagocitosis.
Los macrofagos son la fuente de mas de 30 tipos diferentes de citocinas, moléculas
fundamentales para el proceso de la inflamacion y de la reparacion tisular. Diferentes estudios
han puesto de manifiesto el papel preponderante de los macréfagos en la fase inflamatoria: su

ausencia impide un correcto desarrollo del proceso reparador.
Los linfocitos también aparecen en las heridas en pequefio nimero durante la fase

inflamatoria. Su papel en el proceso de reparacion tisular parece centrarse en el control y

regulacion del resto de elementos celulares (31; 44).
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2.1.2. Citocinas y cicatrizacion

Las citocinas son moléculas peptidicas solubles con capacidad para iniciar y propagar
la respuesta inflamatoria. Estas moléculas debieran ser consideradas como los segundos
mensajeros en el proceso de cicatrizacion de las heridas y algunos autores también las
consideran como las hormonas de las heridas, dado que primero son sintetizadas y luego
liberadas, pudiendo ejercer su efecto tanto en un modo autocrino como paracrino o en células
distantes del sitio de secrecidn. Las citocinas juegan un papel primordial en la regulacion de la
respuesta inmune, en la biologia tumoral, en el crecimiento y diferenciacion celular y en la
reparacion tisular. En los dltimos afios se han sintetizado numerosas moléculas que cumplen
esta definicién, si bien haremos referencia a aquellas con mas relevancia en el proceso de
reparacion tisular: las citocinas responsables de la repuesta precoz (interleucina 1, interleucina
6 y factor de necrosis tumoral), los diferentes factores de crecimiento (growth factors) y algunas
moléculas de la familia de las quimiocinas C-X-C. Como células productoras de citocinas se
han identificado todos los elementos celulares participantes en la cicatrizacion: plaquetas,

neutrofilos, queratinocitos, células endoteliales, linfocitos y, sobremanera, macréfagos.

En las fases iniciales del proceso reparador, el TNF y la IL-1, junto con la IL-6 inician y
amplifican la cascada de acontecimientos conducentes a la inflamacién. Tanto el TNF como la
IL-1 alcanzan sus concentraciones maximas a las 24 horas de producida la lesién, aunque sus
efectos siguen siendo evidentes en fases mas tardias del proceso reparador (fibroplasia,
epitelizacion y remodelado). La produccién de estas citocinas en diferentes sitios y la cuantia
de dicha sintesis parece depender de la proximidad de la lesién asi como de la magnitud de la
misma. De esta manera, durante el proceso de reparacion tisular, estas moléculas juegan un
papel esencial no sélo en la fase de inflamacion sino también regulando la proliferacion

vascular, la actividad fibroblastica y la sintesis de colageno (34; 44; 47).

2.1.3. Fase proliferativa

La fase proliferativa de la reparacion tisular comienza con la llegada de los fibroblastos
a la herida en torno al segundo o tercer dia después de la lesidn solapandose con la respuesta

inflamatoria que aun persiste (44).

Se caracteriza por la creacion del tejido cicatricial, basada en dos aspectos
fundamentales muy relacionados entre si: la angiogénesis o proliferacion vascular y la
fibroplasia por crecimiento fibroblastico con sintesis de colageno, proteoglicanos y otros

constituyentes de la matriz extracelular (fibronectina).
Angiogénesis

Para el correcto desarrollo del proceso reparador es necesaria la existencia de un

aporte inmediato de grandes cantidades de nutrientes indispensables para la subsistencia

12
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celular y sus funciones de sintesis. Inicialmente no existe un aporte vascular hacia la herida y la
existencia de un tejido viable se limita a los bordes de la herida donde el contacto con tejido no
lesionado permite la existencia de una nutricion por difusion. Este mecanismo se muestra
insuficiente y se hace necesaria la presencia de vasos dentro del tejido de reparacién. Esta
formacion de nuevos vasos sanguineos dentro del tejido de granulacién se denomina
neoangiogénesis y tiene lugar desde los vasos intactos que se encuentran en el tejido no
lesionado de los bordes de la herida. Esta proliferacion vascular se desarrolla a modo de
arborizacion cerrada, esto es, sin produccién de hemorragia. La formacién de yemas
vasculares va avanzando en el foco de la lesién hasta enlazar con los capilares del borde
opuesto. Su penetracién se ve facilitada por la proteolisis y despolimerizacion del tejido
conectivo, en parte llevada a cabo por las propias células endoteliales. Inicialmente, se
configuran cordones macizos que posteriormente sufriran un proceso de tunelizacién para

alcanzar su configuracion tipica.

Tanto la proliferacion endotelial como la orientacion de dicho desarrollo vascular son
controladas por diferentes citocinas que se encuentran perfectamente reguladas. La existencia
de un equilibrio entre factores angiogénicos y angioestaticos permite el correcto desarrollo del
proceso. Dentro de estos factores, la IL-8 es considerada un potente factor angiogénico, al
igual que el TNF, el VEGF y el bFGF. En el polo opuesto se encuentra el PF-4 (perteneciente
a la familia de las quimiocinas C-X-C, donde se han objetivado efectos dispares sobre la
angiogénesis) y la trombospondina-1. La presencia de macréfagos y diferentes gradientes de
oxigeno en el foco de la herida también se han mostrado necesarios para el correcto desarrollo
de este proceso (31; 36; 43).

Fibroplasia

Inicialmente el nimero de fibroblastos dentro de la herida aumenta debido a la
migracion de los mismos desde los tejidos cercanos, aparentemente originados en las células
mesenquimatosas primitivas de las adventicias vasculares (células madre adultas). Esta
migracion tiene su inicio hacia el segundo dia guiandose por la matriz provisional de fibrina y
fibronectina creada tras la formacién del coagulo. Paulatinamente se convierten en la poblacién
dominante del tejido de reparacion. Para alcanzar esta proporcion es necesaria que se
produzca una proliferacion celular, logrando la maxima densidad fibroblastica en torno a la una

o dos semanas.

Tanto la migracién como la proliferacion fibroblastica se encuentran reguladas por
factores de crecimiento tisular. Inicialmente, estos factores son de origen macrofagico de modo
mayoritario (TGFa, TGFB, bFGF). A medida que la reparacion tisular avanza y disminuye la
densidad de macrofagos, los factores de crecimiento comienzan a ser sintetizados por otras
células: los propios fibroblastos (bFGF, TGFf, PDGF, insulin-like growth factor 1 (IGF-1), factor

de crecimiento de los queratinocitos (KGF)), células endoteliales (factor de crecimiento de
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endotelio vascular (VEGF), PDGF, bFGF) y queratinocitos (TGFa, TGFB, KGF). Estos factores
de crecimiento son los encargados de mantener la proliferacion celular, pero también estimulan

la produccion de matriz extracelular, glucoproteinas y la angiogénesis.

La contraccion de la herida es un fendmeno importante que sucede en las heridas
abiertas, acercando los bordes de la herida y reduciendo su tamafio. Aungue su importancia
biolégica es clara, no guarda relacion con el tema que nos ocupa, por lo que lo dejamos
simplemente citado (31; 42; 44).

2.1.4. Fase de remodelado

A medida que transcurre el tiempo y el tejido de reparacién va logrando sus objetivos
(hemostasia, recuperacion del mecanismo de barrera, relleno del defecto tisular, creacion de
una matriz extracelular competente...) se comienzan a producir cambios en su composicion y
organizacién encaminados a dotar de funcionalidad al tejido cicatricial existente. Estos cambios
no tienen un inicio concreto, son progresivos y se mantienen en el tiempo durante semanas o

meses.

Dentro de la herida el colageno va reorganizandose estructuralmente (formacién de
haces gruesos de fibras de colageno) ademas de reorientarse espacialmente segun las
fuerzas de tension que inciden sobre la herida. La acumulacion de colageno alcanza su
maximo entorno a las dos tres semanas, de modo que a partir de ese momento, aunque exista
una elevada tasa de sintesis y degradacion de colageno, su concentracion no aumentara. La
lisis de aquellas moléculas inmaduras o funcionalmente deficientes es realizada por un grupo
de metaloenzimas, entre las que destacan las colagenasas y las estromalisinas. Su regulacion
es objeto de continuas actualizaciones, dado su elevado potencial terapéutico. Hoy podemos
afirmar que algunas citocinas como la IL-6, la IL-1 y el TNF favorecen el remodelado tisular
estimulando la sintesis y funcién de estas enzimas o frenando la sintesis de sus inhibidores.
Por el contrario, el TGFB estimula la sintesis de inhibidores de estas metaloproteasas.
Nuevamente, la existencia de un equilibrio entre estas sustancias permitira alcanzar o no un

resultado éptimo en el proceso de reparacion tisular (31, 32).

Desde un punto de vista celular, paulatinamente disminuyen las poblaciones de
macrofagos y fibroblastos. El cese de los estimulos proliferativos y los cambios en la
composicién de la matriz extracelular (disminucién en la concentracion de &cido hialurénico y
agua) son los reguladores de estos cambios. Paralelamente, el tejido de cicatrizacion va
perdiendo gran parte de su vascularizacion a medida que disminuyen los requerimientos
metabolicos, lo que se traduce, desde un punto de vista macroscopico, en que la cicatriz va

adquiriendo palidez (44).
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2.2. Regeneracion hepatica.

Las células hepaticas maduras tienen una vida extremadamente larga, y, en los

roedores, sobreviven al menos hasta la edad adulta del animal.

El higado es capaz de distintas formas de crecimiento. Asi, ademés del crecimiento
debido al desarrollo normal del individuo, este 6rgano también crece como respuesta a
demandas fisiolégicas alteradas (tales como el embarazo, la lactancia o la hiperfagia): es el
llamado crecimiento aditivo. Por ultimo, el higado también crece para compensar la pérdida de
tejido hepatico: es el crecimiento regenerativo o recuperador. Unicamente este crecimiento

regenerativo va a ser objeto de analisis.

Este proceso de regeneracion del higado (aunque el crecimiento recupera el total de la
masa hepatica y no la forma, se utiliza el término “regeneracion” para describirlo) es rapido,
bien coordinado y en muchas maneras espectacular. La funcién hepatica se mantiene con muy
pocos cambios durante todo el proceso de regeneracion, incluyendo todas las funciones de

biosintesis, vias de desintoxicacion, etc.

La rapida capacidad de regeneracién del higado es una rara propiedad que continta
fascinando a los investigadores y que no es igualada por ningin otro 6rgano en los mamiferos
(48). La regeneracion hepética se ha venido estudiando con interés desde que en 1931 Higgins
y Anderson describieron la técnica quirargica de la hepatectomia parcial (70%) en la rata (49).
Desde entonces, y a pesar de los numerosos hallazgos realizados, siguen surgiendo nuevos

interrogantes en torno a este proceso bioldgico.

El mecanismo de este proceso regenerativo sigue siendo poco conocido, pero parece
que la respuesta inicial a la pérdida de sustancia es la hipertrofia de las células restantes,

seguida de su hiperplasia.

El conocimiento del ciclo celular hepatocitario, tanto en su duracién como en su
mecanismo intrinseco, fue uno de los avances mas importantes. A partir de aqui se
comenzaron a desarrollar modelos experimentales en los que poder estudiar con fiabilidad este
proceso (hepatectomias de distintas extensiones, fistula de Eck, isquemia, administracion de
agentes hepatotéxicos como los hidrocarburos clorados...) (50, 51), asi como técnicas de
cuantificacion de la respuesta regenerativa (peso seco hepdtico, indice mitético, incorporacion

de timidina tritiada, microespectrocitofotometria, citometria de flujo).

La aparicion del trasplante hepatico supuso un fuerte impulso en el interés de los
investigadores por este campo, ya que el implante de lébulos hepéaticos (extraidos de familiares
adultos, como alternativa del donante-cadaver en los pacientes pediatricos), asi como la

recuperacién del parénquima hepético tras el insulto que supone el trasplante (isquemia,
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presevacién, manipulacién quirdrgica, agresién inmune), ponen de manifiesto la importancia del
fenémeno regenerativo, como también lo hace la posibilidad de realizar grandes resecciones

hepaticas.

En la actualidad, los trabajos que se realizan en el campo de la regeneracion hepatica
se encaminan hacia dos objetivos: conocimiento de los mecanismos intrinsecos que regulan
dicho proceso, y modulacién farmacolégica del mismo; todo ello dirigido a un mayor

perfeccionamiento de las técnicas de extraccion, preservacion e implante hepético.

2.2.1. Regeneracion hepatocitaria

El higado, como cualquier otro tejido maduro, contiene poblaciones celulares con
funciones especializadas que son expresadas Optimamente durante la quiescencia o descanso
proliferativo. Sin estas condiciones, no podrian existir ni estabilidad fenotipica ni vida, tal como
es entendida por todos. Consecuentemente, el estado de reposo (también denominado GO) es
un estado critico caracterizado por presentar una frecuencia minima de hepatocitos en

proliferacion, indispensable para suplir los hepatocitos en proceso de envejecimiento y muerte.

El concepto de ciclo celular es util para cuantificar los cambios cinéticos durante la
multiplicacion celular. La regeneracion hepatica, tras un estimulo hepatoproliferativo, como una
hepatectomia del 70%, se lleva a cabo en distintos intervalos segun las diferentes especies. En
la rata, se inician una larga serie de fendbmenos que comienzan casi inmediatamente,
localizados de una manera dispersa a lo largo de los l6bulos residuales. Asi, en la rata el pico
maximo de regeneracion se produce a las 24 horas (48; 52), mientras que en el ratén a las 48
horas (53). En el perro (54) y en el cerdo (55) tiene lugar a las 72 horas. En humanos, no esta
totalmente establecido, aunque los Ultimos trabajos de Starzl y cols. apuntan a un inicio del

proceso regenerativo tras 24 horas y una lenta progresion durante tres semanas (56).

Globalmente, la frecuencia de mitosis se incrementa por 600 al final del proceso
regenerativo, pero este estado se alcanza de un modo progresivo: primero, la célula entra
desde el estado Go en la fase prerreplicativa. Este periodo, denominado en su fase inicial
«onset time» (St) (57, 58) y posteriormente G1, dura entre 12 y 16 horas. Cuando finaliza, los
hepatocitos sintetizan DNA semiconservadoramente (fase S). Los trabajos realizados sobre los
% de hepatocitos que entran en esta fase han llegado a la conclusién de que no es un valor fijo
y depende de la edad del animal y del tipo e intensidad del estimulo proliferativo (59). Sin
embargo, el tiempo invertido en la replicacion del DNA se mantiene constante
(aproximadamente 8 h.), independiente de la naturaleza del estimulo y de su intensidad
(60,61). Una vez concluida la fase S, se necesitan entre 4 y 6 horas para preparar la division
celular (fase G2). En este momento, el hepatocito puede iniciar el proceso mitético (fase M) y
tras 30-60 min. se forman dos ndcleos a partir de uno. Si a esto se sigue una divisién

citoplasmatica se obtendran dos hepatocitos. Sin embargo, el hepatocito tiene la posibilidad de

16



Ifiaki Diaz Sanz Introduccién

no realizar dicha divisién nuclear, con el consiguiente aumento en el nivel de ploidia, o de no

realizar la divisién citoplasmatica, obteniéndose un hepatocito binucleado (62).

En el higado regenerante (rata) la mayoria de los hepatocitos proliferan al menos una
vez dentro de las 24-35 h. posteriores al estimulo regenerativo. Las células no parenquimales,

aunque también proliferan, lo hacen mas tardiamente (63).

Si los hepatocitos proliferan de una manera continua, las células progenitoras entran en
otro intervalo temporal (G1), entre la fase M y la siguiente fase S, manteniendo el nivel
regenerativo y produciendo un aumento en el nivel de ploidia de los hepatocitos. Asi, algunos
hepatocitos entran en segundas y terceras rondas de proliferacién. Bajo estas condiciones, la
fase G1 hepatocitaria dura entre 6 y 8 horas, duracién notablemente menor que la de la

primera fase prerreplicativa (64).

Cuando se produce una proliferacién crénica, la capacidad funcional de los hepatocitos
se reduce. Si esta proliferaciéon cesa, las funciones que se encontraban disminuidas son
restauradas, aunque con distinta rapidez unas de otras. Esto ocurre usualmente dentro de los 7
a 28 dias después de practicada la hepatectomia del 70% en la rata. Si se produce una
proliferacion anormal, las funciones diferenciadas pueden ser permanentemente suprimidas o
reducidas. Este fenédmeno ha sido descrito con detalle en numerosos estudios de desarrollo,

regeneracion y carcinogénesis hepatica (65-67).

La capacidad de regeneracion hepatica es un fendmeno que expresa la funcionalidad
del érgano, siendo por ello susceptible de modificarse por la existencia de dafos o agresiones
externas, como seria la isquemia hepatica. De este modo, Furuchi y cols. observaron
disminucién de la regeneracion hepatica al asociar a una hepatectomia una isquemia hepatica
manteniendo la congestion esplacnica (no se alteraba en los casos en que se evitaba la citada
congestion) (68). Sin embargo, diversos autores han sefialado una disminucién de la respuesta
regenerativa al asociar isquemia hepética sin congestién esplacnica a las hepatectomias (69-
71). Respecto a estos hallazgos Portugal, en su Tesis doctoral, teoriza que la isquemia
hepética da lugar a lesiones intracelulares que producen una redireccién de la maquinaria
enzimatica del hepatocito, otorgando prioridad a las funciones vitales y dejando en un segundo
plano la respuesta al estimulo regenerativo. Otros autores establecen la hipétesis de que los
RLO generados darfien los receptores de membrana de los factores de crecimiento y de este

modo inhiben los pasos metabdlicos de la regeneracion hepatica (70).
La respuesta a la hepatectomia parcial es muy homogénea y constante, pero sélo si se

controlan rigurosamente las condiciones experimentales. Entre ellas se encuentran:

e La edad del animal, pues modifica considerablemente la cronologia del proceso (72).
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e Los niveles hormonales: la hipofisectomia, la reseccion del tiroides y las paratiroides, asi
como la administracion de corticoides deprimen significativamente la respuesta
regenerativa (73-75). Por su parte, las hormonas sexuales modifican en diferente grado
dicha respuesta (76).

e Diversas experiencias realizadas, como la administracién de hormona del crecimiento o el
stress quirdrgico han producido modificaciones en el ritmo regenerativo (77).

e Igualmente, el ayuno de 24 horas disminuye también el proceso regenerativo (78).

e El patron basico de regeneracion también sufre modificaciones en funcién de factores
ambientales, fundamentalmente las variaciones producidas por los ritmos nictamerales
(79), donde no sélo influyen los diferentes niveles hormonales, sino también los habitos de
alimentacion y actividad. Por todo ello es importante mantener constante el momento del
dia en que se realiza la experiencia quirdrgica (altura maxima del pico de sintesis de DNA a

las 10 a.m. y minima a las 10 p.m.) (80).

Para una adecuada repuesta regenerativa se precisa de un érgano funcionalmente
adecuado siendo por ello la regeneracién més limitada en un higado cirrético que en uno sano.
La recuperacion mas o menos rapida del funcionalismo completo del érgano por medio de la
regeneracion va a depender también del porcentaje de higado resecado.

Durante la década de los setenta fueron muy aceptadas las hip6tesis hemodinamicas y
humorales en torno al control e inicio de la regeneracién hepatica. Asi, algunos autores
postularon el papel primordial de la sangre portal en el desencadenamiento de la respuesta
regenerativa (81, 82). La deprivacion del flujo portal conduce a la anulacién de la regeneracion
hepética (83), mientras que la inversion del flujo (aferencia portal a través de suprahepéticas y
drenaje portal a la cava) traslada la zona de maxima actividad de sintesis a la region
centrolobulillar (84). Sin embargo, hoy dia se acepta que los aspectos hemodindmicos son
requisitos necesarios (como vehiculos de oxigeno y de otras sustancias), pero no pueden

considerarse estrictamente un factor de control.

El otro grupo de hipotesis se encuadra dentro del concepto de «factores humorales», y
surgié de considerar que no era el flujo sanguineo portal, en cuanto tal aporte de sangre, el
«factor hepatotréfico», sino que dicha cualidad debia residir en determinadas sustancias que
llegaban al higado vehiculizadas por la sangre procedentes de los 6rganos que drenan al
sistema porta. Las mediciones de niveles plasmaticos de insulina y glucagén en sangre portal y
en sangre venosa suprahepdtica, permitieron objetivar diferencias en los niveles plasmaticos
de insulina y glucagon durante la regeneracion hepatica, asi como en la proporcion existente
entre ambas hormonas (85). Estos hallazgos llevaron a considerar que las variaciones en la
concentracién sanguinea de insulina y glucagén serian la sefial responsable del inicio de la
regeneracion hepatica (86). Sin embargo, estudios posteriores sobre cultivos de hepatocitos

han demostrado que, si bien dichos cambios son condicién «sine qua non» para el inicio de la
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regeneracion (87), el factor iniciador propiamente dicho habria que buscarlo en otras
sustancias como el epidermal growth factor (EGF) (88, 89) o los insulin like growth factors
(ILGF) (90-92). La hipertrofia de los islotes de Langerhans que puede observarse durante la
regeneracion hepatica apoya la idea de una intima relaciéon entre insulina/glucagon y

reduplicaciéon hepatocitaria (93).

2.2.2. Otras estirpes celulares del higado

La hepatectomia parcial rapidamente origina muchos cambios en todas las poblaciones
celulares del higado: hepatocitos, células sinusoidales endoteliales, células del epitelio biliar y
células estrelladas. Estas ultimas son un tipo celular altamente especializado y localizado entre
las células endoteliales y los hepatocitos cuyo papel ha pasado desapercibido durante mucho
tiempo (94). Las células estrelladas llevan a cabo numerosos procesos importantes para los
hepatocitos (sintetizan proteinas para la matriz extracelular, almacenan vitamina A, producen
factores de crecimiento,...) y tienen un patrén de expresiéon de genes muy similar al de los

astrocitos del cerebro.

Los hepatocitos son las primeras células del higado en comenzar la duplicacion de su
ADN tras producirse la reseccién quirargica de una parte del 6rgano. La primera “oleada” suele
estar bastante sincronizada, de tal manera que se produce un claro pico de sintesis de ADN
cuyo momento de aparicién depende del porcentaje de higado perdido y de la especie animal.
Asi, en la rata, y tras una reseccion del 70%, el primer pico de sintesis de ADN se produce a
las 24 horas; en cambio, tras una reseccién del 40%, el pico se retrasa hasta las 40 horas. SI
miramos el ratén, tras una hepatectomia del 70%, el primer pico de sintesis se produce a las 36
horas. En cambio, en el ser humano, el momento de ese primer pico es mas variable, ya que
se ve afectado por variables que no existen en los animales de experimentaciéon, como el

estado nutricional, otras enfermedades de base, etc. (95).

Cabe destacar en este punto que la regeneracion hepatica estd mediada por la
participacion de la mayoria de los hepatocitos del érgano, y que no depende de la proliferacién
de una sub-poblacion celular especifica, con caracteristicas de células madre. Estudios
detallados mediante la incorporacion de timidina han demostrado que mas del 90% de los

hepatocitos participa en el proceso regenerativo (95).

La proliferacion de los hepatocitos (figura 4) se inicia en zona portal del lobulillo
hepatico (hepatocitos periportales), para posteriormente avanzar a lo largo del eje hasta
alcanzar a los hepatocitos localizados alrededor de las venas centrales (hepatocitos
pericentrales); en la rata esto ocurre a las 48 h. (96). La proliferacion del resto de las células del
I6bulo hepatico progresa a ritmos diferentes. Las células estrelladas y el epitelio biliar alcanzan

un primer pico de proliferacion a las 48 horas (en la rata); ya después el proceso proliferativo
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transcurre muy lentamente. Por ltimo, tras la hepatectomia parcial, las células endoteliales no

empiezan a proliferar hasta completarse el tercer dia, con un pico claro a los cinco dias (97).
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Figura 4. Diagrama resumen de los elementos celulares clave y su localizacién en la arquitectura
histolégica del lobulillo hepatico (98).

El proceso de regeneracion tiene como objetivo reemplazar el tejido perdido; por eso, la
proliferacion de los hepatocitos por si sola resultaria insuficiente, ya que faltaria el resto de
componentes normales del tejido hepatico sano. Ahora bien, son los hepatocitos los primeros
en responder; no solo iniciando su duplicacion, sino produciendo mudltiples citoquinas
reguladoras del crecimiento (figura 5) las cuales tienen conocidos efectos estimulatorios del

crecimiento de las células adyacentes (99-101).
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Figura 5. Interaccion de redes de sefializacién de los factores de crecimiento y citocinas producidas por
los hepatocitos y otros elementos celulares del higado durante la regeneracién hepatica (98).
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2.2.3. Regulacién del proceso

Actualmente son numerosos los «factores» a los que se atribuye la capacidad de
inducir o potenciar la regeneracién hepatica. Se ha comprobado el papel positivo de la PGE,
(102), de la pentagastrina (103) y de la famotidina (104). En cambio los bloqueantes alfa-
adrenérgicos frenan la actividad regenerativa (105), mientras que la vagotomia hepética
produce alteraciones en la coordinacion y sincronia de la respuesta hepatocitaria a la

hepatectomia (106).

Los factores de crecimiento producidos por los hepatocitos incluyen TGFa, VEGF,
FGF1, FGF2, Angiopoyetinas 1 y 2, PDGF, HB-EGF, etc. Todos estos factores pueden
estimular el crecimiento de las células del endotelio, las células estrelladas y el epitelio biliar.
Alguno de ellos (por ejemplo, TGFa, FGF1, FGF2, HB-EGF) también pueden estimular el
crecimiento de hepatocitos. La posibilidad de los efectos de la estimulacion autocrina de los
factores producidos por los hepatocitos sobre si mismos, no ha sido firmemente establecida,

pero la mayoria de los autores la acepta (98).

Los factores de crecimiento que afectan a los hepatocitos también son fabricados por
las células estrelladas y endoteliales del higado. EI HGF es producido por las células
estrelladas (107) y por las células endoteliales también (108). Evidencias recientes sugieren
que el VEGF producido durante la replicacion de los hepatocitos estimula a través del receptor
del VEGFR-1 la producciéon HGF por parte de las células endoteliales (108). Las mismas redes
de interaccion actuan entre el HGF y el TGFa. La administracion de HGF a hepatocitos en
cultivo conlleva la produccién de TGFa, un mitdgeno para los hepatocitos, células endoteliales

y células estrelladas (109).

La IL6, producida por las células de Kupffer y los hepatocitos, estimula la fase de
sintesis y acelera la activacién del factor de transcripcion Stat-3 (110). La IL6 esta involucrada
en el “priming” de los hepatocitos a fin de sensibilizarlos al estimulo mitogénico de los factores

de crecimiento. La IL6 es un mitdgeno directo de las células del epitelio biliar (111).

Las células estrelladas también sintetizan TGFB1. Esta citoquina, aunque resulta un
mitoinhibidor de los hepatocitos en cultivo, no afecta a la proliferacién de los hepatocitos
durante la regeneracion. Estimula, sin embargo, la motogénesis hepatocitaria (como lo hace el
HGF) y, mas importante adn, es un regulador de la produccion de matriz extracelular por

respuesta celular.

Recientes evidencias con cultivos de 6rganos han demostrado que el HGF y el EGF (el
cual llega en ultimo lugar al higado desde las glandulas del tracto gastrointestinal) estimulan la
produccion del TGFB1 en células estrelladas (112, 113). La norepinefrina, sustancia

involucrada en el aumento de los efectos mitbgenos, también estimula la produccion de HGF y
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EGF nuevos a partir de los tejidos de origen. De manera significativa, se han descrito rutas
similares en la mayoria de las células neoplasicas malignas. La evidencia de la regulacion del
crecimiento de tejidos normales, como el higado, sugiere que los efectos de regulacion
paracrina del crecimiento de las células neoplasicas imitan las rutas seguidas en los tejidos

normales de las que surgen las neoplasias.

La existencia de una cantidad tan importante de «reguladores» ha llevado a pensar a
diferentes autores que estas sustancias probablemente no sean mas que mediadores,
debiendo de existir algan elemento coordinador de su actividad. Son numerosos los trabajos
que aportan evidencias sobre la relacion existente entre los elementos del sistema inmunitario
y la regeneracién hepatica. Asi, Bavaera y cols. hablan de un papel positivo por parte de los
linfocitos T (114). Esta misma idea apuntan las experiencias de Yokomura y cols. (115) y
Miyahara y cols. (116), que muestran la activacién de linfocitos singénicos «in vitro» e «in vivo»
por los hepatocitos en regeneracién. Se ha llegado a comunicar que la hepatectomia provoca
un predominio de los linfocitos T supresores (117), e incluso un estado de inmunosupresion
(118-120). Son también numerosos los autores que han encontrado una relacién entre los
timocitos y la regeneracién hepatica (121, 122). En este mismo sentido, Ruhenstroth-Bower
localiza la produccion de la hepatopoyetina en las placas de Peyer, estructura netamente
imbricada en el sistema inmunitario (123). La Interleukina-6 (una citokina) ha sido reconocida

por diversos autores como promotora de la regeneracion hepatica.(69; 124).

A favor de un papel regulador de la regeneracidon hepética por parte del sistema
inmune, se encuentran los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo (125, 126). Segun
estos trabajos, la CsA induce la entrada de los hepatocitos en fase de sintesis y potencia la
regeneracion hepatocitaria subsiguiente a la hepatectomia parcial. Similares resultados han

sido obtenidos posteriormente por otros grupos de trabajo (127-129).

Asi mismo, hemos comprobado que la CsA potencia la regeneracién hepética en la

hepatectomia asociada a isquemia hepatica (130).

Todos estos datos parecen apuntar hacia el sistema inmunitario como coordinador o

modulador de las diversas sustancias reguladoras de la regeneracién hepatica (131).

2.3. Factores de Crecimiento y desarrollo tumoral.

Desde que Higgins et al. (49) demostrara hace mas de medio siglo la capacidad del
higado para regenerarse tras hepatectomia parcial y para recuperar rapidamente su masa
inicial, la reseccion hepatica ha constituido una importante area de estudio experimental en

cirugia.
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El interés en este campo de investigacién ha aumentado tras el reciente aislamiento de
las sustancias responsables para la regeneracion del higado (132-136). Como se ha
comentado en el apartado anterior, hay un factor especifico de crecimiento de hepatocitos
(HGF) pero también hay una serie de otros factores de crecimiento que también estan
involucrados en la regulacion de la proliferacién de hepatocitos, como es el caso del factor de
crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor
de crecimiento transformante alfa y beta (TGF-a y TGF-B) y el factor de crecimiento
fibroblastico basico (FGFb) entre otros (98; 137, 138).

Si bien la cirugia puede ser considerada como una de las mas efectivas
terapias para el tratamiento de metastasis hepaticas, la recidiva de la enfermedad es un
fenébmeno comun. La recidiva se produce cuando la micrometastasis residual presente en el

higado resecado comienza a crecer (139).

Existen por lo menos dos grandes procesos biolégicos que intervienen en este
desarrollo metastasico, los cuales dependen de la presencia de los factores de crecimiento, la
proliferacion celular y la angiogénesis. Gracias a la presencia en la superficie de la membrana
plasmatica de receptores especificos para los factores de crecimiento secretados por las
células neoplasicas (Factores de crecimiento autocrinos) o por las células del 6rgano diana
(Factores de crecimiento paracrinos), las células tumorales reciben la sefial mitogénica que
necesitan para la division y proliferacion, dando asi lugar a un aumento de la masa tumoral
(140-142).

Sin embargo, esto no seria posible sin una adecuada red conjuntiva-vascular
favoreciendo la acelerada proliferacién. Este apoyo puede ser inducido por las células del
tumor o por las células del érgano invadido, a través de la secrecion de Factores de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFb)
entre otros (143-145).

En esta comunicacién de doble via entre las células tumorales y las células hepéticas
(146-148), los factores de crecimiento responsables de la regeneracion hepética como el HGF,
FGFb, EGF, VEGF etc. estan involucrados (98; 135-137; 149-153).

Esto significa que los factores de crecimiento secretados durante la hepatectomia

parcial no so6lo promueven la proliferacion hepatocitaria sino también el crecimiento de las

células tumorales (154).
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3.- RETINOIDES EN TERAPEUTICA ONCOLOGICA

El tratamiento estandar curativo en pacientes con metéastasis hepaticas colorrectales es
la reseccion del higado o tratamiento local ablativo como la radiofrecuencia o citoablacion.
Gracias a estos tratamientos, la tasa de supervivencia a los 5 afios siguientes a la reseccion
hepatica ha aumentado significativamente hasta un 58% (155) en comparacion con el 0% al

5% para los pacientes que no pueden o no quieren someterse a cirugia (156).

En la dltima década se han ido desarrollando novedosas estrategias para facilitar una
reseccion masiva en pacientes con metastasis hepéticas colorrectales (157), incluyendo la

embolizacién venosa portal y la hepatectomia en dos etapas.

La mejora en las combinaciones del acido 5-fluorouracilo/folinico con irinotecan
(FOLFIRI) u oxaliplatino (FOLFOX) han aumentado progresivamente la respuesta tumoral a
73%, y la media de supervivencia de los pacientes no resecables se ha incrementado a 20
meses (158).

Los nuevos regimenes han permitido también que sea posible la reseccion de aquellas
enfermedades que habrian sido antes no resecables (tabla 3). Esto ha dado lugar a que los
pacientes tengan la misma supervivencia post-reseccibn que aquellos pacientes con

metastasis resecables inicialmente (159-161).

Tabla 3. Resultados quirdrgicos de las metastasis hepéticas de cancer colorrectal (157)

Investigador A Afos incluidos en el Supervivencia a los
estudio

Huges 1988 1948-1985 24
Sheele 1991 1960-1988 31
Sheele 1995 1960-1992 39
Fong 1999 1985-1998 37
Minagawa 2000 1980-1997 38
Choti 2002 1993-1999 58
Okano 2002 1992-1996 67.88
Abdalla 2004 1992-2002 58
Fernandez 2004 1992-2002 58
Pawlik 2005 1990-2004 58
Tanaka 2008 1990-2006 45.7

La adicién de nuevos agentes bioldgicos, incluidos anticuerpos frente a los receptores
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) como el cetuximab (159-162) y anticuerpos frente
a los receptores del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) como el bevacizumab
(163), en combinacién con los regimenes de farmacos parecen mostrar un mayor efecto sobre

la media de supervivencia y la tasa de reseccion.
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Sin embargo, no hay un consenso claro con respecto al uso de la quimioterapia
preoperatoria para metastasis colorrectales resecables. Ademas, el beneficio de un enfoque
neoadyuvante en esta situacion es controvertido, especialmente considerando el riesgo del

aumento de la morbidez quirdrgica.

Otra linea de investigacion consiste en el uso de retinoides en terapia contra el cancer

y quimioprevencion.

El término de retinoides fue acufiado por primera vez en 1976 por Sporn (164),
refiriéendose en términos generales a todo el conjunto de compuestos que incluye a los
metabolitos y analogos de la vitamina A (Retinol) tanto de origen natural como sintético. Los
retinoides son reguladores fisiolégicos de un gran nimero de procesos bioldgicos esenciales
como son el desarrollo embrionario, la visién, la reproduccién, la formaciéon osea, el
metabolismo, la hematopoyesis, la diferenciacion, proliferacion y apoptosis (165-172).
Farmacolégicamente han sido reconocidos como moduladores del crecimiento celular,
diferenciacion y apoptosis. Ademas, los retinoides se han mostrado eficaces en la supresion de
la carcinogénesis en una amplia variedad de tipos de tejido como, por ejemplo, el cancer oral,

piel, vejiga, pulmédn, prostata y mama en animales de experimentacion (172, 173).

En clinica, son capaces de revertir las lesiones pre-malignas y de frenar el desarrollo
de segundos tumores primarios en la zona de la cabeza y cuello y en pacientes con xeroderma
pigmentosum (174, 175). Estos descubrimientos confirmaron que los retinoides pueden resultar
(tiles tanto en quimioterapia como en la quimio-prevencién de canceres humanos. De hecho, el
acido all-trans-retinoico (ATRA), un metabolito natural de la vitamina A, fue aprobado por la
FDA (Food and Drug Administration) para su uso en el tratamiento de pacientes con leucemia

promielocitica aguda (APL).

No obstante, los estudios referidos a la utilizaciéon de retinoides en el tratamiento de

metastasis hepaticas son escasos (176-178).
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4.- Modelos experimentales para el estudio de metastasis
hepaticas

Aunque existen muy diversos modelos para el estudio experimental de los procesos
neoplasicos, la rata constituye sin lugar a dudas el principal reactivo biolégico en investigacién
oncolégica. Este hecho resulta todavia méas sobresaliente si nos centramos en el estudio de las
metastasis afincadas en el higado. Asi pues, antes de analizar en detalle los diferentes
modelos de induccidon de metastasis hepéticas en la rata, revisaremos someramente algunos

aspectos sobre su anatomia y funcién.

4.1. Anatomo-fisiologia del higado de la rata

4.1.1. Estructura anatémica

El higado de la rata es un 6rgano de consistencia blanda, rojo oscuro, en el que,
siguiendo la descripcion de Higgins y Anderson (49), se pueden distinguir cuatro |6bulos
principales: el I6bulo mediano, el 16bulo lateral izquierdo (la suma de los cuales supone el 70%
de la masa hepatica de la rata), el I6bulo lateral derecho y el I6bulo caudado. El peso medio del

higado de la rata es de 3 gramos por cada 100 gramos de peso corporal (179).

El I16bulo mediano esta hendido por una cisura longitudinal que lo divide en dos l6bulos
centrales: derecho e izquierdo. El I6bulo central derecho estéa flanqueado por el I6bulo lateral
derecho, que a su vez, se encuentra hendido transversalmente por una cisura que lo divide en
dos l6bulos menores, de los cuales el mas posterior contacta con el polo superior del rifidn
derecho (49).

El lébulo lateral izquierdo es un lébulo grande y sin cisuras que se sitla

inmediatamente detras del I6bulo central izquierdo (49).

El I6bulo caudado esta dividido por una cisura transversal en dos l6bulos menores que
contactan con la curvadura menor del estbmago y rodean la porcién abdominal del eséfago
(179).

La capsula conectiva reviste todo el érgano y se refleja (adhiriéndose a ellos) en los
organos y estructuras vecinas: diafragma (cUpula y pilares), estémago, eséfago, rifién derecho

y vena cava suprahepatica.

4.1.2. Vascularizacion hepatica

La caracteristica fundamental de la circulacion hepética radica en la existencia de dos
sistemas aferentes: la arteria hepética, cuya funciéon primordial es nutricia, y la vena porta,

encargada de transportar y facilitar la exposicién de nutrientes y toxinas a los hepatocitos y a
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las células reticuloendoteliales, siendo la composicion de su sangre consecuencia de la

actividad gastrointestinal (180).

La vena porta recoge toda la sangre procedente de los organos digestivos y
comunmente se forma por la unién de la vena mesentérica superior y la vena esplénica a nivel
de la segunda vértebra lumbar, detras del cuello del pancreas (181). A la altura del pediculo
porta hepatis (aquel en el que confluyen la vena porta, la arteria hepética y el conducto
hepético) la vena porta se divide en diferentes ramas para irrigar los I6bulos hepaticos, con una
disposicion tal que cada I6bulo tiene su propio pediculo vascular, que es doble en aquellos

I6bulos que presentan cisura.

La vena porta presenta peculiaridades anatdmicas con relevancia funcional (figuras 6 y
7):

e es un vaso avalvular, por lo que las elevaciones de presién seran transmitidas a
todas sus ramas con facilidad.

e anivel del ligamento hepatoduodenal se encuentra estrechamente relacionada con
la arteria hepatica y el conducto biliar comudn, configurando, como ya ha sido
indicado, el denominado pediculo porta hepatis.

e existen numerosas anastomosis entre el sistema de la vena porta y los de las
venas cava superior e inferior (habitualmente no funcionantes, pero que en
situaciones de hipertensién portal dan lugar al desarrollo de la circulacion
colateral).

Figura 6. Esquema del ligamento hepatoduodenal
(1 placa hiliar; 2 peritoneo del ligamento; 3
ligamento redondo; 4arteria hepética; 5 vena
porta). Figura 7. Circulacion portal y hepética.

La arteria hepatica nace del tronco celiaco y siguiendo un trayecto mas o menos
horizontal alcanza la parte posterior de la cabeza del pancreas, situandose a nivel del

ligamento hepatoduodenal, medial respecto al conducto biliar comin y anterior a la vena porta.
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Posteriormente, a la altura de la porta hepatis, se divide en diversas ramas para irrigar todos

los 16bulos hepaticos.

Como punto de interés anatomoclinico, cabe citar que existe un flujo colateral
procedente de la arteria gastroduodenal, por lo que la ligadura de la arteria hepéatica cerca de la

aorta no altera seriamente el flujo hepatico.

La unidad microcirculatoria, el sinusoide, es la red de intercambio comin donde
convergen el flujo arterial y portal. Los sinusoides estan limitados por un endotelio fenestrado
con alta permeabilidad que permite una extensa y rapida perfusion de los hepatocitos vecinos
con una mezcla de plasma arterio-portal. Una gran fraccion del flujo arterial, aunque variable en
su cuantia, es dirigida al plexo capilar peribiliar. De ahi drena por los vasos portales peribiliares,
a los sinusoides. Tal organizacién puede proporcionar informaciéon de feedback inmediata
sobre la composicién biliar a los hepatocitos. El flujo venoso portal llega directamente a los

sinusoides (180).

La cantidad total de sangre que llega a los sinusoides, asi como la proporcién de la
misma que depende de las fuentes arterial y portal es variable, y depende de la resistencia al
flujo ofrecida por cada canal de entrada. La resistencia al flujo en la porcion arterial es
determinada principalmente por el tono de las arteriolas terminales, regulado por las fibras
nerviosas amielinicas. La resistencia al flujo en el circuito portal de baja presién, puede ser
determinado por el tono de un musculo liso no inervado en los canales post y presinusoidales y
también por cambios en la forma de las grandes células endoteliales a la entrada y salida del
sinusoide. Tales células pueden cambiar su forma y alterar la resistencia al flujo portal segin

sea la composicion de la sangre portal (180).

La sangre drena del sinusoide por medio de vénulas hepaticas hacia una vena
colectora central, la cual puede, en ciertas especies, tener un esfinter de musculo liso (182);
éstas desembocan en las venas hepéticas (suprahepaticas) que drenan directamente en la
vena cava inferior, al nivel de la superficie
posterior del higado. Estos vasos se
encuentran envueltos por el ligamento

coronario (181).

Su nUumero es variable aunque
habitualmente se distinguen tres venas

mayores (derecha, medial e izquierda) y

varias venas menores (181).
El higado contiene una red linfatica

Figura 8. Organizacion del lobulillo hepético. -
g g P superficial subserosa y otra profunda
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intraparenquimatosa. La red subserosa discurre por debajo de la capsula de Glisson y se
comunica, en el humano, con los linfaticos que rodean la vesicula. La linfa intraparenquimatosa
se origina a nivel de los acinos en el espacio perivascular de Disse y se recoge alrededor de
los vasos de la triada portal, en el espacio de Mall localizado en la periferia de los lobulillos.
Aqui se originan los vasos linfaticos profundos que discurren en la masa parenquimatosa junto
con la arteria hepatica y la vena porta en direccion al hilio hepatico. Los linfaticos hiliares
drenan en los ganglios que se encuentran en el ligamento hepatoduodenal, rodeando el
conducto hepatico, hacia los ganglios celiacos y la cisterna quilosa. Entre los vasos linfaticos
superficiales y profundos existen abundantes comunicaciones. Existe una tercera red linfatica
que rodea las venas suprahepaticas y drena directamente en los ganglios que rodean la vena

cava inferior (181).

4.1.3. Inervacion del higado

El higado es inervado por fibras nerviosas aferentes simpaticas (que nacen en las
fibras postganglionares de los ganglios celiacos) y parasimpdéticas (que provienen del nervio
vago derecho y de la rama hepética del vago izquierdo). En el hilio estas fibras forman los
plexos hepaticos anterior y posterior. El plexo anterior rodea la arteria hepatica y el posterior se
localiza por detrds de la vena porta (181). Las fibras simpaticas y parasimpaticas siguen el
trayecto de la arteria hepatica y el conducto biliar al penetrar en el higado y también cuando se

ramifican en el interior del érgano (182).

La arteria estd inervada exclusivamente por fibras simpéticas, mientras que el &rbol
biliar recibe fibras tanto simpaticas como parasimpdticas. Las fibras nerviosas se extienden
hacia los espacios porta menores e incluso hacia el parénquima perilobulillar. Alrededor de los
conductos biliares, especialmente de los mayores, existe un plexo subepitelial. Las principales

funciones de estos nervios son las de regular el flujo arterial y controlar la glucogenolisis (182).

Las fibras eferentes sensoriales inervan el higado a través de las fibras simpaticas, los
nervios esplacnicos y el nérvio frénico derecho (181). Estas actiGan como osmorreceptores,
barorreceptores y receptores metabdlicos (182). El nervio frénico inerva la cpsula de Glisson y

los ligamentos coronario y falciforme, siendo responsable del dolor hepatico (181).

4.1.4. El sistema biliar

La red biliar canalicular, inicialmente conformada por espacios interhepatocitarios de
una micra de didmetro, drena, por medio de los canales de Hering, en los conductillos biliares
tapizados por células ductales (células epiteliales cuboideas sin borde estriado), con una luz
central de 2-20 micras de diametro. Estos forman una red ricamente anastomosada que
desemboca en los conductos biliares, exclusivamente presentes en los espacios porta (y
acompafiados siempre por una arteria y una vena), los cuales incrementan su diametro hasta

alcanzar los conductos biliares intrahepéaticos mayores, y, posteriormente, los extrahepaticos,
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para conformar finalmente el conducto biliar comin a nivel del ligamento hepatoduodenal,
antes de su desembocadura en el duodeno. La distribuciéon anatdmica de los conductos biliares

es analoga a la de la vena porta (51; 182).

4.1.5. Fisiologia hepéatica

El higado interviene en la mayoria de los procesos metabdlicos del ser humano y de los
animales superiores. Recibe los productos finales de la absorcion intestinal de las proteinas,
hidratos de carbono y lipidos, y los transforma en sustancias mas complejas, indispensables

para el normal mantenimiento del equilibrio del medio interno.

Ademas, controla la produccién y secrecién de bilis y regula la concentracién
plasmatica de una gran cantidad de pequefias moléculas imprescindibles para el metabolismo
normal de los seres vivos. Fagocita innumerables sustancias del torrente circulatorio (como los
quilomicrones, las particulas coloidales, las bacterias y virus, asi como los hematies, los
leucocitos y las plaguetas envejecidos) por medio de las células de Kupffer y las células
embrionarias, que se encuentran en las paredes de los sinusoides y en los tractos portales
(ambas pertenecientes al sistema reticuloendotelial) (181) y es capaz de eliminar ciertos
medicamentos, hormonas y otros productos metabodlicos. Las células del sistema
reticuloendotelial hepatico participan en la inmunidad celular y también en la humoral, a través

de la produccién de inmunoglobulinas, interleukinas... (181).

Metabolismo de los hidratos de carbono

El higado interviene de una forma directa en el metabolismo de los hidratos de
carbono: retiene los azlcares procedentes de la alimentaciéon y transforma la glucosa en
glucégeno para que pueda ser almacenada en el interior de los hepatocitos
(glucogenogénesis); en ausencia de glucosa es capaz de transformar los aminoacidos y los
lipidos en glucosa (gluconeogénesis) y, finalmente, puede despolimerizar el glucégeno en

glucosa (glucogenolisis) y luego transformar ésta en &cido piravico (glucélisis) (182).

El glucogeno es el material de almacenamiento de la glucosa, pero el contenido total de
éste en el higado solo alcanza los 75 gramos en el humano, cantidad insuficiente para
mantener el nivel de glucemia durante una noche de ayuno, siendo la producciéon de glucosa a
partir de aminoacidos una importante fuente en esta situacion. Cuando existe un exceso de
glucosa en la sangre, ésta es transformada en el higado en aminoacidos y acidos grasos que
forman cuerpos ceténicos durante su metabolismo (181). El conjunto de estos fenédmenos es
coordinado en todo momento por el higado en dependencia del estado de la alimentacion del
organismo (fase de ayuno, fase postpandrial) y de las disponibilidades del mismo, en perfecta

conjuncidn con los niveles hormonales de insulina y glucagén (182).
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Otros monosacaridos como la fructosa y la galactosa son convertidos por el higado en
glucosa y posteriormente en glucégeno, completando el aprovechamiento casi total de los

hidratos de carbono provenientes de la digestién intestinal (182).

Metabolismo de los lipidos

El higado tiene un papel fundamental en el metabolismo de los lipidos y lipoproteinas
plasmaticas. EI metabolismo lipidico es de una gran complejidad y el higado cumple una
funcion integradora y reguladora de la mayoria de los procesos, tanto anabdlicos como
catabdlicos. La maxima expresion de esta funcion la realiza en las siguientes rutas

metabdlicas:

e Sintesis hepatica de acidos grasos a partir de precursores hidrocarbonados y en menor
medida de las proteinas (lipogénesis). Este proceso esta sujeto a regulacion hormonal,
pero sobre todo a un mecanismo autorregulador dependiente de la llegada al higado de
acidos grasos, tanto exégenos como enddgenos. Los acidos grasos hepaticos se destinan
a: oxidacion como fuente de energia para el metabolismo celular, esterificacion del
colesterol hepatico, sintesis de fosfolipidos y resintesis de triglicéridos para su depdsito y
secrecion al plasma en forma de prebetalipoproteinas o proteinas de muy bajo peso
molecular (VLDL) (182).

e Metabolismo hepéatico del colesterol. El colesterol se forma a partir del acetato siendo la
enzima limitante en la cadena sintética la hidroximetil-glutamil-CoA reductasa, cuya accién
es controlada por la concentracion de colesterol exdgeno (absorcion intestinal) y endégeno.
Asi mismo, el colesterol es el Unico substrato a partir del cual se forman los acidos biliares
(la formacién de estos es responsable del 80-90% del recambio del colesterol enddgeno y
exégeno en la rata y de aproximadamente la mitad de ese porcentaje en el humano),
mecanismo que sirve para evitar la acumulaciéon de cantidades excesivas de colesterol
(182). EIl colesterol hepatico es destinado a la incorporaciéon en la estructura de las
membranas celulares hepdticas, catabolismo a sales biliares, excrecion en la bilis y
esterificacién para su almacenamiento.

e Sintesis hepatica de fosfolipidos, como reflejo de una funcién ubicada en las células de
todo el organismo, aunque alrededor del 90% se forman en el higado. Son destinados a
formar parte integrante de las membranas celulares y ademas a la excrecion biliar y a la
sintesis de lipoproteinas (182).

e Metabolismo de las sales biliares. En todos los vertebrados el precursor obligado de los
acidos biliares es el colesterol y el higado es el Gnico érgano capaz de transformar el

colesterol en derivados hidroxilados del acido colonoico.
Los &cidos biliares formados a partir del colesterol en el higado, se denominan acidos

biliares primarios: acido célico y quenodesoxicolico, los cuales son escasamente solubles a pH

fisioldgico, siendo la esterificacion a nivel hepatico con glicina o taurina la que les permite ser
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libremente solubles en el medio acuoso de la bilis y el intestino (dando lugar a las sales
biliares) (182). A su paso por el intestino éstos experimentan ciertas transformaciones
estructurales por efecto de las bacterias intestinales, dando lugar a los &cidos biliares
secundarios (desoxicélico y litocélico) que bien son absorbidos en el intestino para volver al
higado (acido desoxicélico) y ser reexcretados por la bilis, o bien son eliminados, tras

precipitar, por las heces (acido litocolico).

La sintesis hepatica de acidos biliares se encuentra controlada por un mecanismo de
retroalimentacion, dependiente del flujo transhepatico de sales biliares transportadas por la
vena porta (circulacion enterohepatica). De la integridad de este circuito y de los sistemas en
él implicados (absorcién ileal y filtro hepatico) depende la correcta funcion de las sales biliares,

evitdndose su accién detergente en otras localizaciones donde serian nocivas.

Derivado de esta correcta funcion, se encuentra el papel solubilizador de las sales
biliares de los productos lipoliticos originados tras la ingesta, facilitando la absorcién de los

compuestos lipidicos por la mucosa del intestino (182).

Metabolismo de los aminoacidos y de las proteinas

En condiciones normales, el higado cataboliza més de la mitad de los aminoacidos
exbégenos procedentes de la hidrolisis de las proteinas y de los péptidos alimentarios,
transforméandolos en urea (funcion hepética exclusiva) (182). Otra fraccibn de aminoacidos
exégenos, junto con los aminoacidos enddégenos que llegan al higado desde la periferia, es
utilizada por el higado para sintetizar proteinas, participar en reacciones de transaminacion, en
la gluconeogénesis y en la degradacion metabdlica y el resto pasa a la circulacion general para
difundir rdpidamente en el espacio extracelular y facilitar, de este modo, su captacién por las

células de los diferentes tejidos y sistemas de la economia (182).

El higado constituye uno de los reservorios mas importantes de aminoéacidos libres,
asegurandose de este modo la sintesis de las proteinas que emplea para su propia estructura y
funcion excretora, de las enzimas de membrana, cuya continua renovacién permite regular
numerosas reacciones metabolicas, y de la mayoria de las proteinas plasmaticas (albimina
sérica, fibrindbgeno, protrombina, haptoglobina, glucoproteinas, transferrina, ceruloplasmina,
lipoproteinas, globulinas alfal y alfa2...), excepto las inmunoglobulinas (en la produccién de las
cuales también participa por sus células del sistema reticuloendotelial, como se ha indicado

previamente) (181).

Asimismo el higado es un érgano fundamental para el catabolismo de las proteinas
plasmaticas. El ciclo de la urea (también denominado ciclo de la ornitina de Krebs-Henseleit)
(181) es el mecanismo fisioldgico para la detoxificacién y eliminacion del amoniaco procedente
del metabolismo de las proteinas y de otros compuestos nitrogenados. Este ciclo tiene lugar en

el higado y en él intervienen cinco enzimas: carbamil fosfato sintetasa, ornitina carbamoil
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transferasa, arginina succinato sintetasa, arginina succinato liasa y arginasa. Las dos primeras
se encuentran en la matriz mitocondrial, en tanto que las tres Ultimas se hallan en el
citoplasma. La accion secuencial de estas enzimas conduce a la transformacién del amoniaco
en urea (182).

Metabolismo de la bilirrubina

Aunque la bilirrubina puede considerarse como un producto de desecho del
metabolismo, su formacion es esencial para la homeostasis de nuestro organismo. Impide la
acumulacion del grupo hemo liberado de los eritrocitos envejecidos y, por tanto, regula la
sintesis del hemo nuevamente formado, un constituyente importante de los citocromos asi
como de la hemoglobina. Aunque el metabolismo hepatico de la bilirrubina tiene muchas
similitudes con el de otros aniones organicos, incluidos farmacos, hormonas y colorantes como
la bromosulftaleina (BSP) y el verde de indocianina (ICG), se diferencia en muchos aspectos

del de los acidos biliares (182).

Los pigmentos biliares comprenden una cadena de cuatro anillos pirrélicos unidos por
grupos metano o meteno. La bilirrubina es liposoluble e insoluble en solucién acuosa a pH
fisiologico (182).

La mayor parte de la bilirrubina circulante se deriva de los hematies envejecidos que,
secuestrados en las células reticuloendoteliales del bazo, el higado y la médula ésea, sufren
lisis dando lugar a la liberacion de la hemoglobina, la posterior excision de ésta del grupo hemo
y su transformacion en bilirrubina. El porcentaje restante de la formacién de bilirrubina total en
el adulto normal, deriva principalmente del recambio rapido del hemo hepatico libre o de otras
proteinas hemo como el citocromo p-450; también existe un pequefio componente
eritropoyético de bilirrubina marcada precoz y la mucosa del intestino delgado puede contribuir

al catabolismo del grupo hemo (182).

Aunque los linfocitos y los hematies pueden desempefiar una pequefa funcién en el
transporte de la bilirrubina, la mayor parte circula en el plasma unida a la albimina antes de ser

captada por el higado u otros tejidos (182).

La captacion hepatica de la bilirrubina esta mediada por un receptor especifico de la
albumina en el hepatocito. Una vez en el hepatocito es conjugada con acido glucurénico por
medio de enzimas microsomales, transformdndose en una sustancia hidrosoluble, el
glucuronato de bilirrubina (aunque en algunos animales pueden formarse conjugados de
glucosa y xilosa, en el humano sélo se han registrado en la colostasis y durante el desarrollo
fetal) (182).

Esta sustancia es eliminada por la bilis, siendo reducida en el intestino por la accion de

las bacterias, transformandose en un conjunto de compuestos conocidos como urobilinégenos.
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Aunque la mayor parte de estos son eliminados por las heces, una parte es reabsorbida y

vuelve al higado para ser re-excretada con la bilis o a través de la orina (181).

Los aumentos de la bilirrubina en sangre pueden deberse a incrementos en la
produccion de la misma que superen la capacidad del higado para eliminarla, a captacion
disminuida por parte del higado, a alteracion de la capacidad de conjugacion del higado o a

impedimento a la excrecion por obstruccion de los conductos biliares (181).

Metabolismo de los farmacos
Los sistemas enziméticos responsables del metabolismo de los farmacos en otras
sustancias quimicas se encuentran en las membranas del reticulo endoplasmico liso de los

hepatocitos formando parte del denominado sistema microsomal (181, 182).

Muchos farmacos y otros compuestos extrafios, incluidos ciertos carcindgenos y
sustancias enddgenas, como las hormonas esteroideas y las prostaglandinas, son
metabolizados en el higado dando lugar a formas mas hidrosolubles que pueden ser
excretadas en la orina o en la bilis (182). Sin la presencia de determinados sistemas
enziméticos localizados en el higado, que convierten los farmacos liposolubles (no polares) en
sustancias hidrosolubles (polares), muchos agentes farmacolégicos actuarian en el organismo
durante tiempo indefinido, ya que la hidrosolubilidad determina la excrecién por orina. Por otra
parte, la excesiva acumulacién de sustancias no polares produce lesiones de mayor o menor

gravedad en la mayoria de 6rganos y sistemas.

Aunque el metabolismo de los farmacos en el higado da lugar habitualmente a
sustancias sin actividad farmacoldgica o con una actividad muy escasa, la forma activa del
farmaco se produce a veces a partir de un precursor inactivo. EI metabolismo hepatico del
farmaco también puede dar lugar a metabolitos que, o bien conservan cierta actividad

farmacolégica, o bien adquieren su toxicidad (182).

El metabolismo de los farmacos en el higado suele dividirse en dos fases. En las
reacciones de fase 1 interviene la adiccibn o exposicién de grupos reactivos, que a
continuacion son conjugados en las reacciones de fase 2 con sustancias como el glucurénido,

el sulfato y la glicina. Algun farmaco puede ser metabolizado por més de una via (182).

Las enzimas microsomales metabolizadoras de farmacos funcionan como un sistema
de transporte electronico de multicomponentes. Estas enzimas se conocen como hidroxilasas
microsomales, monooxigenasas u oxidasas de funcion mixta y precisan NDAPH y oxigeno

molecular para ser activos (182).

La conjugacion de los farmacos en las reacciones de fase 2 aumenta la hidrosolubilidad

y la acidez, facilitando la eliminacién (182).
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4.2. Modelos experimentales de metastasis hepaticas

Debido a que entre un 50 y 60% de los pacientes con carcinoma colorrectal desarrollan
metastasis hepaticas a lo largo de la enfermedad, y dado que la cirugia de reseccién se
muestra como la mejor opcion de tratamiento, se han desarrollado muy diversos modelos
experimentales para el estudio de metéastasis hepaticas (183). Cada uno de ellos resulta
especialmente (til en ciertos aspectos, a la vez que muestra desventajas claras desde otros

puntos de vista; asi, no existe un modelo que podamos considerar universalmente valido.

En 1959, Leduc fue el primero en describir con éxito la formacién de tumores en el

higado tras la inyeccion de células tumorales en el bazo (184).

Tras este estudio se describieron numerosos modelos animales para las metastasis
hepaticas de carcinoma colorrectal. No obstante, un modelo animal ideal deberia poder imitar
todos los aspectos del desarrollo metastatico humano, como pueden ser (183):

a) Las células tumorales necesitan estar vivas y mostrar potencial metastatico.

b) Las células tumorales deben alcanzar e invadir el parénquima del higado y
posteriormente asentarse y crecer como nodulos tumorales.

¢) El modelo debe de ser eficiente (Una alta proporcién de los animales utilizados
deberia exhibir las caracteristicas requeridas).

d) Elmodelo debe de ser reproducible.

e) Elmodelo debe de ser practico.

f) El modelo debe de ser 6ptimo en términos de consideraciones éticas.

Hasta la fecha actual, ningin modelo ha sido capaz de satisfacer todas estas
condiciones. Como consecuencia, la eleccibn del modelo animal para el estudio de las
metastasis hepdéticas requiere de elecciones acerca de las caracteristicas necesarias que

dependen a su vez del objetivo de los experimentos.

Los roedores son los animales utilizados con mas frecuencia para el estudio de
carcinomas de origen colorrectal. Las primeras ratas empleadas con esta finalidad fueron
Rattus norvegicus, que aparecen en publicaciones afios anteriores a 1.828 (185). A partir de
aquellos primeros estudios, se han ido desarrollando cepas de ratas modificadas
genéticamente, que se emplean en la actualidad por su propension a desarrollar
espontanemaente CCR; también se emplean con asiduidad cepas singénicas en las que se
implantan lineas tumorales estabilizadas. Los primeros estudios de CCR en raton datan de

1.900, y se llevaron a cabo en el ratbn Mus musculus.

Con respecto a los procedimientos de induccion tumoral, basicamente se encuentran
dos opciones:

a) Transplante de xenoinjertos en animales inmunodeficientes.
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b) Transplante de isoinjertos en animales inmunocompetentes.

Por su parte, los animales inmunocompetentes reflejan mejor el estado inmune normal
de pacientes con carcinoma colorrectal que desarrollan metastasis. También, como los
animales generalmente muestran un estado de salud mas estable, su sistema inmune intacto
permite examinar los efectos de la inmunoterapia, la cual es intensamente investigada como

opcion de tratamiento contra el cancer (186, 187).

Respecto al proceso de inoculacién de las células de carcinoma colorrectal, las
principales vias son cinco:

a) Subcutanea (188-190).

b) Intraesplénica (191-193).

c) Intraportal (194-196).

d) Intrahepética (197-199).

e) En la pared del colon (189; 200, 201).

Las ventajas o desventajas de los diferentes métodos depende en gran medida del
objetivo del experimento. Una diferencia elemental para las experiencias con animales es la
necesidad de obtener metéastasis hepatica local o difusa a través del higado. En aquellos casos
en los que se requiere un modelo de metastasis hepaticas resecables, uno de los principales

criterios debe ser la creacién reproducible de tumores Unicos (183).

La inoculacion subcapsular en el higado o la implantacion intraparenquimal de una
pequefia porcidon tumoral, ha mostrado un 100% de eficacia en la obtencién de tumores
hepéticos tras 15-43 dias. Por lo tanto, este método es muy practico y eficiente, pero en
cambio, no representa la diseminacion hematdégena de las células tumorales producida en
humanos (183; 197-199).

Con el fin de obtener una metastasis hepatica difusa, la inyeccion ortotépica en la
pared cecal de células tumorales ofrece un modelo que parece incluir todos los pasos de la
compleja via metastéatica, logrando con ello una mayor aproximaciéon a la practica clinica. Sin
embargo, el desarrolllo de la metastasis hepética es méas impredecible e ineficiente, lo que

hace a este método menos adecuado para los estudios terapéutecos (183; 189; 200, 201).

La inoculacién en bazo o en el sistema portal reproduce una propagacion hematégena
de las células tumorales en el higado. Este modelo puede lograr una induccién de metéstasis
macroscoépicas hasta en un 100% de los animales. Los mejores resultados han sido descritos
utilizando ratones C57BI/6 con células MCA y con las ratas Wistar, WAG/RIj o BDIX con células
de adenocarcinoma inducidas mediante N-methyl-N-nitrosoguanidina, CC531 o células de
carcinoma de colon DHDK12/TR respectivamente. Las desventajas de la inoculacién

intraesplénica incluyen una tasa de mortalidad del 10% debido a la operacion y al desarrollo de
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metastasis esplénicas, pacreaticas y pulmonares, situando al método de inoculacién intraportal
como una opcién eficiente, reproducible y practica. En este modelo, el crecimiento tumoral
puede estar limitado a una parte del higado mediante el clampaje del vaso portal periférico

previo a la inoculacién de las células tumorales (183; 191-196).
Por otra parte, combiene tener en cuenta a la hora de comparar los diferentes modelos,

el uso de la gran variedad de lineas celulares diferentes, en algunos casos seleccionadas por

su potencial metastasico (183).
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1. EXPERIMENTOS IN VITRO

1.1. Células

1.1.1. Origen

Para la elaboracion de esta Tesis se han utilizado células de Adeno Carcinoma de
Colon de rata (ACC-531). Se adquirieron dos crioviales a Cell Line Service (Alemania) de pase
21 (06/06/06) de los cuales, amplificamos uno obteniendo 20 crioviales de pase 22 que fueron
congelados en nitrogeno liquido (19/07/06). Posteriormente, se utilizé uno de los crioviales de
pase 22 para amplificarlo hasta pase 24, stock que fue utilizado para las experiencias de la

Tesis.

Los estudios in vitro se llevaron a cabo en la unidad de cultivos celulares del

Departamento de Cirugia y Radiologia y Medicina Fisica de la UPV.

1.1.2. Amplificacion y almacenamiento

Las células de ACC-531 fueron adquiridas congeladas en crioviales de 10° células en
1ml de medio de congelacién. Para su descongelacion se atemperaron rapidamente en bafio a
37°C sembrandose seguidamente en frasco de cultivo T-25 (Tissue Culture Flasks; Orange
Scientific, 5510100) en 4ml de medio RPMI (RPMI-1640; Gibco, 52400-025) y 1ml de Suero
Fetal Bovino (SFB; Biochrom AG, S0115). A las cuatro horas (una vez adheridas al fondo del

frasco) se les retir6 el medio y se afiadié 5ml de medio nuevo (RPMI + SFB 10%).

Las células fueron mantenidas en medio RPMI complementado con Suero Fetal Bovino
y suplementado con Penicilina (100 U.l./ml)/ Estreptomicina (100 mgr/ml) (LONZA; DE 17-
602E). Las condiciones del medio del incubador fueron de 37°C de temperatura, en atmdsfera
humeda y 5% de CO..

En primer lugar, las células de pase 21 se amplificaron hasta el pase 22 para
posteriormente, amplificar un criovial de pase 22 hasta pase 24, siendo la totalidad de los
experimentos realizados tanto in vitro como in vivo de este Ultimo pase y en fase de crecimiento
exponencial. Las células amplificadas fueron congeladas en crioviales a una concentracion de
10° células/ml siendo el medio de congelacién 10% Dimetilsulféxido (MERCK, 1.02952.1000) y
90% SFB.

En cada pase se realizé una valoracion de la viabilidad celular utilizando Gnicamente

aguellos cultivos en los que dicha viabilidad fuese igual o superior al 95%.
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Figura 9. Cabina de flujo laminar e incubador de células de CO»

Para la realizacion de cada experiencia se descongelé un nuevo criovial. En el

momento en el que las células llegan a la semiconfluencia, se realiza el pase de las mismas.

En campana de cultivos, tras vaciar de medio el frasco T-25, se afiaden unos 3ml de
PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4; Sigma, P-3813) para limpiar las células adheridas al
frasco de restos de medio. Se retira el PBS y se adiciona 3ml de Tripsina —Edta (0.05%
Trypsin-EDTA 1X; Gibco, 25300) y se deja en incubador durante 5 minutos apréx. Tras los
cuales, las células que quedan en suspension se vierten en un falcon — en el cual se adiciona
previamente 1ml de SFB para inactivar la Tripsina-Edta - para ser centrifugadas (1500 rpm a

6°C durante 5 minutos).

Figura 10. Criocentrifuga.
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Tras la centrifugacién, se desecha el sobrenadante y se resuspende el pellet de células
en un volumen conocido de RPMI. Se calcula mediante un Hemocitdmetro la concentracién
celular de nuestra suspensién y en funcién de la experiencia a realizar, se siembra un nimero
conocido de células en un frasco T-75 (Cell Culture Flasks; CORNING, 430641), con 10ml de
medio (RPMI + SFB 10%). Los frascos T-75 seran los que se utilicen posteriormente para la

siembra de las placas multipocillo al llegar las células al estado de semiconfluencia.

Figura 11. Frasco de Cultivo Celular T-75

Si el objetivo de la resuspension celular es el de congelar las células para la obtencién
de un stock, se siembran las células del falcon en una T-150 con medio RPMI + SFB 10%.
Cada tres dias se renueva el medio. Una vez llegadas las células al estado de semiconfluencia,
se levantan mediante tripsina-EDTA vy tras centrifugarlas se resuspenden en medio RPMI y se
calcula el numero de células viables de la suspension mediante Hemocitbmetro o
NucleoCounter. Se vuelven a centrifugar y el pellet de nimero de células conocido, se
resuspende en esta ocasion en medio de congelacion (SFB 90% + DMSO 10%). El volumen de

medio de congelacién es tal que la concentracion celular resultante sea de 10°células/ml.

Finalmente, tras etiquetarlos con la fecha y el n°® de pase se llenan los crioviales con
Iml de la suspension celular. Los crioviales se enfrian a -20°C durante dos horas y
posteriormente se trasladan a un ultracongelador a -80°C. Con el fin de disponer de un stock

celular mas duradero, parte de los crioviales se almacenan en Nitrégeno liquido (-195,8 °C).

1.1.3. Cultivo en placas de 24 pocillos

Una vez que las células llegan al estado de semiconfluencia en el frasco de cultivo T-
75, estan listas para ser levantadas y utilizarlas en las experiencias. En campana de cultivos,
se retira el medio del frasco y se afiaden unos 5ml de PBS para limpiar las células adheridas al

frasco de restos de medio. Se retira el PBS y se afiaden 5ml de TRIS-EDTA al frasco dejandolo
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nuevamente en la estufa de cultivos durante 5-10 minutos (hasta que se despeguen la mayoria

de las células).

Una vez despegadas las células del fondo del frasco, se vierten a un falcon al que
previamente se le ha afiadido 1ml de SFB (para neutralizar la Tripsina-Edta). El falcon se

introduce en la centrifuga y se centrifuga a 1500 rpm a 6°C durante 5 minutos.

Tras el centrifugado, se desecha el sobrenadante y se resuspende el pellet celular en
5ml de RPMI. Se mide la concentraciéon y la viabilidad celular mediante la técnica de
hemocitdbmetro o NucleoCounter. Una vez conocida la concentracion de células que
disponemos en los 5ml, se calcula el volumen de dicha suspension celular que debemos tomar
para conseguir una solucion final de 50ml de RPMI + SFB 10% con una concentracién de
30.000 células/ml.

Se toman cuatro placas de 24 pocillos (Tissue Culture Plate 24-Well Flat Bottom with
Lid; Sarstedt, 83.1836) y se rotulan como 0-horas, 24-horas, 48-horas y 72-horas. Se coge la
placa de 0 horas y se llenan 6 pocillos con 500ul de medio por pocillo (RPMI + SFB 10%).
Luego se llenan las otras tres placas de igual manera pero por completo. Finalmente, se toma
la suspensién celular preparada y tras resuspender bien las células, se llenan los pocillos
anteriores con otros 500ul de medio y células. La concentracion por pocillo resultante es de
15.000células/ml.

Figura 12. Placa de 24 pocillos

Una vez sembradas las placas, se comprueba mediante observacion al microscopio
que todos los pocillos contienen las células, y a continuacién se introducen en la estufa de

cultivos. Transcurridas 24 horas, dard comienzo la experiencia.
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1.1.4. Cultivo en placas de 96 pocillos

Preparamos en la campana de cultivos cuatro placas de 96 pocillos (Tissue Culture
Plate 96-Well Flat Bottom with Lid; Sarstedt, 83.1835) etiquetadas igualmente como 0 horas, 24
horas, 48 horas y 72 horas. Calculamos qué volumen de nuestra suspensiéon de células
debemos tomar para preparar en un falcon de 50ml una suspension celular de
25.000células/ml con un volumen final de 30ml de RPMI + SFB 10%. En otro falcon se

preparan 5ml de medio (RPMI + SFB 10%) que se utilizara como blanco.

Se toma la placa de O-horas y se siembran seis pocillos con 100 pl/pocillo de la
suspension celular, resultando de esta manera una concentracion final de 2.500 células/pocillo.
Se llenan otros 6 pocillos con 100 ul/pocillo de medio sin células, que seran el blanco. Las otras
tres placas se siembran cada una por completo de células salvo seis pocillos que se llenaran
de medio sin células (blancos). De esta manera obtendremos un blanco, un control y un total

de 10 medios problema a testar.

Blanco
Control
Problema

Figura 13. Esquema de la siembra celular y distribucién de medios en una placa de 96 pocillos.

Tras asegurarnos de la correcta siembra mediante la observacion de los pocillos al
microscopio, se introducen en la estufa de cultivos durante 24 horas momento en el que dara

lugar el inicio de la experiencia.

1.2. Técnicas de recuento celular

Son cuatro las técnicas utilizadas para el recuento de las células: recuento manual
mediante hemocitémetro, medida de la absorbancia mediante el test mitocondrial de Tetrazolio

(MTT), microscopio de fluorescencia NucleoCounter y lector de placas xCELLigence.
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1.2.1. Recuento mediante hemocitémetro

Se fundamenta en el recuento manual realizado por el investigador mediante
observacioén directa con microscopio optico.

a4
i

iR

Figura 14. Recuento al microscopio mediante hemocitémetro

Se utiliza un hemocitbmetro o camara de contaje de Neubauer (o Biirker), combinado
con la tincién vital de azul de tripan (Trypan Blue Stain 0,4%; Gibco, 15250-061) para distinguir

las células vivas de las muertas (tefiidas de azul).

Figura 15. Hemocitémetro

La camara Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio de campo
claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una depresion en el centro, en
el fondo de la cual se ha marcado con la ayuda de un diamante una cuadricula como la que se
ve en la imagen. Es un cuadrado de 3 x 3 mm, con una separacion entre dos lineas
consecutivas de 0,25 mm. Asi pues el &rea sombreada y marcada L corresponde a 1 milimetro
cuadrado. La depresion central del cubreobjetos esta hundida 0,1 mm respecto a la superficie,
de forma que cuando se cubre con un cubreobjetos éste dista de la superficie marcada 0,1
milimetros, y el volumen comprendido entre la superficie L y el cubreobjetos es de 0,1

milimetros cibicos, es decir 0,1 microlitros (figura 16).

49



Ifiaki Diaz Sanz Material y Métodos

Figura 16. Camara Neubauer (imagen izquierda). En la imagen de la derecha se puede observar el
aspecto de una de las regiones marcadas como L y que en el microscopio se ven como una cuadricula
de 16 pequefios cuadrados de 0.25 milimetros de lado. Esta imagen ha sido tomada empleando un
microscopio invertido de contraste de fases.

Para determinar la viabilidad celular se pueden emplear diferentes métodos. El mas
comun es el de tincién con azul tripan. El azul tripAn es un coloide que se introduce en el
interior de las células que presentan roturas en la membrana. Asi pues las células que
aparecen en la imagen, claramente de color azul, son consideradas no viables. Asimilar células
blancas, por exclusion, a células viables es un error pues por este método se sobrevalora la
viabilidad de las células en la suspension, determinando como inviables solo aquellas con la

membrana rota. De modo esquematico, el proceso se realiza de la siguiente manera:

1. Preparar la camara de Neubauer: limpiar bien la cAmara de recuento con alcohol
70%, secarla con esmero, y cubrirla con un cubreobjetos de 1mm de grosor

(ajustado correctamente).

2. Homogeneizar la suspension de células con una micropipeta, coger 0,05 ml e

introducirlos por capilaridad entre el cubre y la camara.

3. Contar las células en el microscopio de contraste de fases con el objetivo adecuado
al tamafio de las células, que en nuestro caso es 10X. Con este aumento de 10X,
se pueden contar uno a uno los 4 cuadrados grandes de los extremos (con 16
cuadraditos cada uno), que bordean una cruz en cuyo centro hay 16 cuadrados
idénticos a éstos de los extremos (figura 16). No se deben contar las células que
tocan uno de los extremos horizontales y uno de los verticales de cada cuadrado

grande.
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4. A continuacién, se calcula la media de los recuentos, y a partir de ese dato se
puede calcular el nimero de células por ml y, si se necesita, el numero de células

totales.

1.2.2. Valoracién de la proliferacion mediante MTT

El test mitocondrial de Tetrazolio (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; Sigma, M2128-
1G), se basa en la capacidad que tienen las enzimas celulares para transformar determinados
sustratos en otros metabolitos secundarios. La cantidad de compuesto que se forma depende
de la actividad de la succinato deshidrogenasa mitocondrial, lo cual es un claro indicador del

namero de células viables que existen en el cultivo.

En este caso, las sales de tetrazolio (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide), que son de un color amarillo, por la accion de la succinato deshidrogenasa
mitocondrial, se transforman en un metabolito insoluble, el formazan, que es de color violeta,
resultando en un cambio de color del medio de cultivo. La formacion de formazan se puede
cuantificar midiendo la absorbancia del cultivo en un lector de ELISA a una longitud de onda de
540nm. Por su sencillez, sensibilidad y semiautomatismo permite cuantificar un elevado

ndmero de muestras.

|_b
|_b
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MTT  yellow MTT formazan
Figura 17. Reaccion mediada por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial.

Para cuantificar el nUmero de células en un cultivo, en las placas de 96 pocillos se
afladen 10 pl/pocillo de MTT, se esperan 2 horas, se afiade DMSO para lisar las células, y

finalmente se mide la absorbancia en el espectrofotémetro.

1.2.3. NucleoCounter

Recientemente se ha incorporado a nuestro laboratorio un moderno equipo de recuento
celular para aquellas mediciones cuya importancia requiera de una mayor exactitud en

comparacion al recuento manual con el Hemocitometro.

Es un microscopio de fluorescencia dotado de un potente software de analisis de

imagen que es capaz de identificar y contar las células tefiidas.
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El NucleoCounter cuenta con una serie de casettes en los cuales se introduce un
pequefio volumen (50ul) de la muestra de células que queramos contar. Cada casette contiene
a su vez 2,8ugr de loduro de Propidio (IP). El IP se intercala entre las bases de ADN del nicleo

celular de tal forma que, cada 4-5 pares de bases se intercala una de ioduro.

Una vez producida en el casette la tincion de las células con el loduro de Propidio (so6lo
permeable en células muertas, con la membrana rota), se introduce en el lector y éste lo
traduce en forma de una imagen fluorescente, la cual a su vez se traduce en n° de células

muertas por ml de muestra.

Tomando otra muestra de nuestra suspensién celular y lisando las células, se repite el
proceso anterior. Esto se realiza mediante un tampén de lisis seguido de otro tampoén de
estabilizacion incorporados ambos en el kit. Al repetir ahora la lectura, se obtiene el nimero

total de células (vivas y muertas) que habia en el cultivo.

Figura 18. Lector NucleoCounter y NucleoCassette. (Chemometec)

1.2.4. xCELLigence

El fundamento de la técnica del lector de placas xCELLigence consiste en medir las
variaciones en la impedancia eléctrica mediante microelectrodos interdigitales integrados en el
fondo de los pocillos de la placa. La presencia de las células sobre los electrodos afectara al
ambiente local i6nico en la interfaz de electrodo/solucion, conduciendo a un aumento de la

impedancia registrada por el electrodo (figura 19).

La medida de impedancia proporciona la informacion cuantitativa sobre el estado

biolégico de las células, incluyendo el nUmero de células, la viabilidad, y la morfologia.
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Figura 19. Esquema del funcionamiento del lector de placas xCELLigence.

Cuantas mas células se ubican sobre los electrodos de los pocillos de la placa, mas
grandes resultan los aumentos de la impedancia del electrodo. Ademas, la impedancia
depende de la calidad de la interaccion de la célula con los electrodos. Por ejemplo, la
adherencia de una célula aumentada o de la extensién conducirdn a un cambio mas grande de
la impedancia de electrodo. Asi, la impedancia de electrodo, que es mostrada como el indice
de célula (CI), puede ser usada para supervisar la viabilidad de la célula, el namero, la

morfologia, y el grado de adherencia en los ensayos celulares.
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1. 3. Calculo de la viabilidad celular

Para el estudio de la viabilidad celular se utilizan las técnicas de recuento por

hemocitémetro y el lector NucleoCounter.

1.3.1. Mediante el uso del hemocitdmetro

Mediante el uso de Azul de Tripan que es un colorante que tifie las células con
membrana celular dafiada de azul y el hemocitdmetro se puede calcular la viabilidad celular del
cultivo. Para calcular el porcentaje de células viables se cuentan las células vivas y muertas

(tefiidas de azul), y asi se calcula la viabilidad celular, que siempre debe ser superior al 90%.

% Viabilidad= (n° cél. Vivas/n° cél. Totales) x 100

1.3.2. Mediante el uso del lector NucleoCounter

Mediante el loduro de Propidio que se intercala en el ADN de las células muertas y el

NucleoCounter calculamos también la viabilidad celular facilmente.

La primera medida que nos da el lector es el nUmero de células muertas que tenemos
en la suspensién celular. Tras afiadir el tampdn de lisis a la suspension de células, éstas se
lisan y el lector nos da el nimero de células totales (vivas y muertas) que hay en nuestra
suspension. Mediante la resta del primer valor calculado (células muertas al inicio) al segundo

(total de células), obtenemos el niumero de células vivas que hay en la suspensién celular.

Mediante la misma férmula anterior el software del equipo realiza el calcullo y nos

muestra directamente en pantalla el valor de la viabilidad celular.

1.4. Estudios de proliferacion

Los estudios de proliferacién se han llevado acabo en placas multipocillo de 24 y 96
pocillos. En ambos casos, la siembra de las células se realiza el primer dia (-24 horas), en
cuatro placas por curva correspondientes a las 0, 24, 48 y 72 horas y en medio RPMI + Suero
Fetal Bovino al 10%.

En las placas de 24 pocillos se siembra una concentracion de 15.000 células/pocillo y
en las placas de 96 pocillos 2.500 células/pocillo. El volumen final por pocillo es de 1ml en las

placas de 24 pocillos y de 100ul para las de 96 pocillos.

Pasadas 24 horas desde la siembra de las placas, para que estén bien adheridas, se

lee una de las placas cuyos valores seran el nUmero de células que tengamos a las 0 horas.
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Inmediatamente después, se van cambiando progresivamente a todos los pocillos de las

restantes placas el medio RPMI + SFB 10% por los nuevos medios a testar.

En aquellas curvas de proliferacién en las que no intervenga el quimioterapico 5-FU, el
medio de las placas se cambia una Unica vez el segundo dia (0-horas). En el caso de estar
utilizandose ATRA en la experiencia, éste se afiade junto con el medio nuevo el segundo dia

(con el cambio de medio) y el cuarto dia (afiadiendo mas medio al ya existente en el pocillo)

(figura 20).

- 24 HORAS 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
\4 l
A A A

Se siembran las Se cambian los Se afiaden 50pl de

células (sélo medios por: medio RPMI sin suero

RPMI + SFB -GF conysin ATRAala

10%). - ATRA placa de 72 horas.

(RPMI + SRN 0,5%)

Figura 20. Esquema de cambio de medios con Factores de Crecimiento (GF) y Acido All Trans Retinoico (ATRA).

En el caso de estar trabajando con el quimioterapico 5-FU, se debe de retirar del medio
pasadas 24 horas. Por lo que, los medios de los pocillos se cambian en dos ocasiones; el
segundo dia (0-horas) y el tercer dia (24 horas). Si ademas se esta trabajando con ATRA, al

renovar el ATRA el tercer dia con el nuevo medio, no se precisa de afadirlo el cuarto dia

(figura 21).
- 24 HORAS 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
\ 4 \ 4
A A A
Se siembran las Se cambian los Se cambian los medios:
células (sélo RPMI medios por: -GF
+ SFB 10%). - GF - ATRA
- ATRA (RPMI + SRN 0,5%)
-5-FU
(RPMI + SRN 0,5%)

Figura 21. Esquema de cambio de medios con Factores de Crecimiento (GF), Acido All Trans Retinoico
(ATRA) y 5-Fluorouracilo (5-FU)
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Diariamente se levanta una placa y se comprueba la concentracién de células por cada
medio. La proliferacién celular se mide mediante Hemocitdmetro, NucleoCounter, MTT o

XCELLigence.

Tanto en las placas de 24 pocillos como en las de 96 pocillos, para cada medio se

utilizan 6 pocillos con el fin de tener una N que permita obtener una significacion estadistica.

Mediante el programa estadistico GraphPad®, se procesan las mediciones, y los
resultados se muestran en gréaficas que incluyen en el eje de ordenadas los valores obtenidos
(abosorbancia, nimero de células, o “cell index”) y en el eje de abcisas el tiempo de cultivo
transcurrido (24, 48, 72 horas).

1.5. Biomoléculas utilizadas

Las biomoléculas utilizadas para la elaboracién de ésta Tésis Doctoral son el Factor de
Crecimiento Hepatocitario (HGF), Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), Factor
de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico
(FGFb), el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), el Acido All Trans Retinoico (ATRA) y el 5-

Fluorouracilo (5-FU).

1.5.1. Factor de Crecimiento Hepatocitario (HGF)

El Factor de Crecimiento Hepatocitario (HGF) es suministrado por PeproTech

(Referencia 100-39), en un vial de 10ugr de Factor liofilizado y conservado a -20°C.

Primeramente se centrifuga el vial para su total aprovechamiento previo a su
resuspension en 20ul de agua resultando la concentracion de 0,5 mgr/ml. A esta solucion se le

afiade 10ml de PBS obteniendose un stock de 1 ugr/ml de concentracion final.

Se alicuota en eppendorfs y se guardan a -20°C hasta su utilizacion en los ensayos in

vitro de proliferacion celular.

1.5.2. Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

El Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) es suministrado por Sigma

(Referencia V 7259), en un vial liofilizado y conservado a -20°C.
Se prepara una solucién stock, para lo cual se reconstituye el contenido del vial en
agua hasta una concentracion de 0,5 mgr/ml; a continuacion, se afiaden 10 ml de PBS

obteniendo un stock de 1 pgr/ml de concentracion final.
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Se alicuota en eppendorfs y se guardan a -20°C hasta su utilizacion en los ensayos in

vitro de proliferacién celular.

1.5.3. Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF)

El Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) es suministrado por Sigma

(Referencia P3201), en un vial liofilizado y conservado a -20°C.

El contenido del vial se reconstituye en HClI 4mM estéril conteniendo un 0,1% de

seroalbimina humana o bovina, hasta una concentracion final de 2,5 pugr/ml.

Se alicuota en eppendorfs y se guardan a -20°C hasta su utilizacion en los ensayos in

vitro de proliferacién celular.

1.5.4. Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico (FGFb)

El Factor de Crecimiento Fibroblastico Bésico (FGFb) es suministrado por PeproTech

(Referencia 100-18B) en un vial liofilizado y conservado a -20°C.

Primeramente se centrifuga el vial para su total aprovechamiento previo a su
resuspension en Tris 5 mM (pH 7,6) hasta una concentracion de 0,5mgr/ml. A esta dilucién se

le afiade PBS hasta alcanzar la concentracion final de 2,5 ugr/ml.

Se alicuota en eppendorfs y se guardan a -20°C hasta su utilizacion en los ensayos in

vitro de proliferacion celular.

1.5.5. Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)

El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) es suministrado por PeproTech (Referencia

100-15), en un vial de 100 ugr de EGF liofilizado y conservado a -20°C.

Se procede a su resuspension centrifugando previamente el vial para su total
aprovechamiento. Posteriormente, se resuspende en 1 ml de agua destilada resultando una
concentracion de 0,1 mgr/ml. A esta dilucién se le afiaden 4 ml de PBS, llegando asi a la

concentracion final de stock de 20 pgr/ml.

Este stock se alicuota en eppendorfs y se almacena a -20°C hasta su utilizacién en las

experiencias in vitro.
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1.5.6. Acido All Trans Retinoico (ATRA)

El Acido All Trans Retinoico (ATRA) es suministrado por Sigma (R-2625) en frasco
opaco con 1 gr de ATRA en polvo.

Para posteriores experiencias in vitro, se prepara un stock de ATRA 10 Molar. Para
ello, se disuelven 0,03gr de ATRA (PM 300,44) en 10 ml de Etanol absoluto. Esta disolucion
se alicuota en eppendorfs que se almacenan a -20°C en oscuridad hasta la hora de ser
utilizados. ElI ATRA cristaliza y precipita en estas condiciones por lo que es necesario
atemperar estos eppendorfs en bafio a 37°C hasta su completa resuspension antes de ser

utilizados en las experiencias.

Figura 22. Preparacion del ATRA.

1.5.7. 5-Fluorouracilo (5-FU)

El 5-Fluorouracilo (5-FU) es suministrado por Sigma (F6627-5G). Para su posterior
utilizacion en los ensayos in vitro, se disuelven 0,003 gr en 10 ml de medio RPMI-1640; a
continuacion se esteriliza la preparaciéon mediante microfiltrado (filtros de 0,2um Orange
Scientific, 1520012), resultando una solucion stock de 0,3 mgr/ml. Esta solucién stock, se

alicuota en eppendorfs y se almacena a -20°C.
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2. EXPERIMENTOS IN VIVO

2.1. Animales utilizados

Los animales utilizados en la experimentacién han sido ratas singénicas WAG/RI|Crl

machos de 8-10 semanas de edad (200-300g de peso).

Nuestra cepa es originaria de Harlam-Netherland, y ha sido expandida en el Estabulario
de la UPV/EHU. Los animales, estabulados en grupos de cinco, se han mantenido en ritmo
circadiano de 12 horas, con alimentacién (PanLab A-04) y bebida “ad libitum”. Estas ratas
muestran un ritmo de crecimiento moderado, llegando a estabilizarse en la decimocuarta
semana, en la que alcanzan un peso de 300g los machos y de 200g las hembras. La

supervivencia no suele superar los 22 meses en los machos y los 31 meses en las hembras.

2.2. Técnicas quirurgicas

2.2.1. Inoculaciéon de células tumorales

Bajo anestesia con halotano (2%), el animal se coloca sobre la mesa de operaciones
en decubito supino. La piel se lava con alcohol con fines antisépticos y para humedecer el pelo
de modo no interfiera en el acto quirargico. A continuacién se practica una laparotomia media
subxifoidea de 3cm de longitud. A través de la incision se rechaza el paquete intestinal y se
expone el bazo, apoyandolo con delicadeza sobre una gasa humedecida con suero fisiolgico.
Antes de la inoculacion, se dispone una pequefia ligadura de seda 2/0 alrededor del polo
esplénico en el que se va a realizar la puncién, y no totalmente cefiida. Posteriormente se
punciona la pulpa esplénica con una aguja de 25G, y se inocula lentamente la suspension
celular (250.000 células tumorales, vehiculizadas en 0,5 ml de solucién de Hank). Una vez
retirada la aguja, se tapona el orificio con esponja de fibrina y se cifie la ligadura para evitar la

diseminacion de células en la cavidad peritoneal.

Transcurridos cinco minutos para permitir la diseminacién tumoral hacia el higado, se
practica la esplenectomia. Para ello, se identifican los pediculos vasculares del bazo y se ligan
de forma individualizada; a continuaciéon se seccionan y se extrae el bazo. Finalmente, los
mufiones vasculares y el resto del paquete intestinal se devuelven a su ubicacién originaria en
el interior de la cavidad abdominal, y se procede al cierre de la incision. Se realiza una sutura

con puntos sueltos de seda de 3/0, en un plano.
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2.2.2. Hepatectomia parcial

La hepatectomia del 40% se realiza 10 dias después de la inoculaciéon tumoral. Bajo
anestesia con halotano, se practica una laparotomia media subxifoidea de unos 3 cm de
longitud. A través de la incisién se extrae el I6bulo lateral izquierdo, se secciénan los repliegues
peritoneales que le unen al I6bulo mediano y al caudado, y se liga por su base con una hebra
de Catgut 2/0. Esta maniobra debe ser especialmente cuidadosa. Una ligadura demasiado baja
reduce el porcentaje de hepatectomia realizado. Por el contrario, si es excesivamente alta se
pueden comprimir los vasos supra-hepaticos, comprometiendo su drenaje y provocando una
insuficiencia hepatica aguda. Una correcta ligadura permite, al mismo tiempo, una adecuada

hemostasia.

Concluida la reseccion hepdética, se procede al cierre de la laparotomia mediante

puntos sueltos de seda 3/0, en un solo plano.

2.2.3. Obtencion de suero de rata

Bajo anestesia con Halotano, se practica una laparotomia media amplia, y se extrae el
paquete intestinal fuera de la cavidad peritoneal. Mediante disecciéon roma del retroperitoneo,
se expone la aorta infrarenal, que se canula con una aguja de 23G. Mediante aspiracion lenta
se obtienen 5 ml de sangre. Concluida la extraccion de sangre, se procede a la eutanasia del

animal.

La sangre obtenida se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos tras los cuales,
mediante una pipeta se recoge el sobrenadante (suero). Este suero se filtra en campana, en

condiciones estériles, y se almacena en alicuotas de 1 ml a -20°C.

2.2.4. Eutanasia de los animales

Bajo anestesia profunda con Halotano (4%), se practica una luxacién cervical alta.

2.3. Recuento de focos metastaticos y supervivencia

Una vez sacrificado el animal, se extrae el higado completo y se individualizan los
I6bulos. Sobre cada uno de ellos se practican secciones seriadas de 3 mm de espesor. Un
observador independiente ha llevado a cabo el recuento de metéstasis, sobre dichas
secciones, discriminando 3 tamafios diferentes: menos de 1 mm, entre 1 y 3 mm, y mas de 3

mm.
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Para el estudio de supervivencia se ha realizado un seguimiento diario de los animales,

sacrificandolos cuando la pérdida ponderal superaba el 20%.

2.4. Farmacos utilizados

2.4.1. Acido All Trans Retinoico (ATRA)

El ATRA se ha administrado a los animales en dosis diarias de 5 mg/kg i.p. Para ello, el
farmaco se disuelve primero en alcohol absoluto, y a continuaciéon en un preparado lipidico
(ClinOleic) a 60°C, obteniéndose una disolucién final de 2 mg de ATRA por ml de solvente
(Alcohol 10% / ClinOleic 90%).

Los tratamientos se han iniciado tres dias antes de practicar la reseccion hepética (dia

7), y se han prolongado durante dos semanas (hasta el dia 21).

2.4.2. 5-Fluorouracilo (5-FU)

El 5-FU se ha disuelto en suero fisiolégico alcalinizado, administrdndose en dosis de 50
mg/k o 100 mg/k.

El tratamiento ha supuesto la administracion de una dosis semanal por via

intraperitoneal, comenzando tres dias después de la reseccién hepética (dia 13), y

prolongandose durante tres semanas (dias 13, 20 y 27).
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3. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados, dependiendo de las variables a analizar, se ha
realizado mediante andlisis de la varianza (ANOVA), t de Student y analisis de las curvas de
supervivencia por Kaplan-Meier. Para ello se ha utilizado el programa informético GraphPad
(Prism®).

3.1. Comparaciones entre dos grupos

En estos casos, una vez comprobado que los resultados obtenidos se ajustan a una
distribucion normal, se utilizé la T de Student para estudiar la significacion de las diferencias
observadas. Se han aceptado como significativas aquellas diferencias que mostraron una
p<0.05.

3.2. Comparacion entre tres o mas grupos

En estos casos, comprobada la normalidad de nuestros resultados, se procedid a
realizar una ANOVA de 1 via. En aquellos casos en los que este test demostro la existencia de
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05), se procedi6 a realizar comparaciones dos a

dos mediante el test de Newman-Keuls.

3.3. Estudios de Supervivencia

Los estudios de supervivencia se han valorado mediante el test de Kaplan Meier. Se

han aceptado como significativas diferencias con p<0.05.
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Justificacion del trabajo

El cancer colorrectal es una de las principales causas de mortalidad por
cancer en los paises desarrollados y cuya incidencia va en aumento en los

ultimos afios.

El higado es un lugar muy habitual de metastasis, especialmente en el
caso del cancer colo-rectal. La cirugia de reseccion practicada sobre estas
metastasis es, hoy por hoy, una técnica estandar de utilidad innegable. Sin
embargo, la tasa de recidivas sigue siendo muy elevada, debido a la
persistencia de microfocos en el parénquima hepatico respetado. De hecho, se
postula que los mejores resultados obtenidos en las resecciones anatomicas se
deben a la eliminacién de esos focos tumorales no detectables que pueden
encontrarse en la relativa vecindad de la o las metastasis macroscopicas a

resecar.

Este hecho recalca la importancia que pueden llegar a tener los factores
de crecimiento liberados por la hepatectomia en la aparicion de recidivas.
Existen numerosas evidencias de la sensibilidad (al menos in vitro) de muchas
estirpes tumorales a diversos factores de crecimiento: factor de crecimiento
hepatocitario (HGF), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), factor de
crecimiento de endotelios vasculares (VEGF), factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), etc. Estudios en
animales de experimentacion implican al EGF, el VEGF y el IGF en la

progresion de las metéstasis hepaticas del cancer colo-rectal.

La existencia de células tumorales residuales en el higado remanente
tras cirugia de metastasis, y su mas que probable sensibilidad frente a los
factores de crecimiento liberados por la cirugia y la reseccion hepética, llevan a
plantear el interés por disefiar estrategias terapéuticas que contribuyan a

reducir la tasa de recidivas tras la cirugia.
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Basandonos en la hipotesis de que la sensibilidad de estas células
tumorales a los factores de crecimiento se debe a su desdiferenciacion,
planteamos ensayar el tratamiento con un agente promotor de la diferenciacion
celular, como es el acido retinoico (ATRA) y un antimetabolito como es el 5-

Fluorouracilo (5-FU).
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Hipoatesis de trabajo

Los resultados obtenidos en clinica sobre el control de la proliferacion de
metéstasis hepaticas por adenocarcinoma de colon tras reseccion parcial del
higado no son del todo satisfactorios. Ademas de que la quimioterapia actual
no es plenamente eficaz en todos los casos y de que no todos los tipos de
cancer responden de igual manera a los tratamientos, los factores de
crecimiento liberados tras la cirugia pueden ser responsables de buena parte

de los fracasos del tratamiento quirdrgico.

El Acido All Trans Retinoico (ATRA), en su calidad de agente promotor
de la diferenciacién celular, deberia reducir la sensibilidad de las células
tumorales residuales a los estimulos generados por la cirugia de reseccion; y

ello, sin reducir la eficacia de la quimioterapia convencional.

Para comprobar esta hipétesis, se plantea un estudio combinado “in
vitro” e “in vivo” en un modelo de experimentacion animal en el que se
reproduzcan las condiciones clinicas: metastasis hepaticas  por
adenocarcinoma de colon y hepatectomia parcial. Deberian poderse comprobar
los siguientes puntos:

1. La reseccion parcial del higado sembrado con células de adenocarcinoma de
colon origina un incremento tanto de la velocidad de crecimiento de los focos

metastasicos como de su numero total.

2. El tratamiento perioperatorio de los animales con Acido Retinoico (ATRA)

reduce el estimulo ejercido por la hepatectomia.

3. La proliferacion en cultivo de las células de adenocarcinoma de colon se ve

incremementada al afladir Factores de Crecimiento al medio.

41



Ifiaki Diaz Sanz Hipotesis

4. En cultivos celulares de adenocarcinoma de colon el ATRA bloquea el

estimulo ejercido por los Factores de Crecimiento.

5. EI ATRA no condiciona negativamente la actividad del 5-FU frente a los

cultivos de células de adenocarcinoma de colon.
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Este capitulo de Resultados se divide en dos grandes secciones. En la primera se
presentan los resultados de nuestros estudios “in vitro” con la linea celular CC-531. La segunda
seccién de este capitulo recoge los experimentos llevados a cabo “in vivo” con ratas singénicas

respecto a la linea celular CC-531.

1. Estudios “in vitro”

Centrandonos en la primera seccién, abordamos sucesivamente las diferentes
hipotesis planteadas para el estudio. En primer lugar, la capacidad de las células CC-531 para
responder al estimulo del suero de rata y de los factores de crecimiento; a continuacion, el
efecto del ATRA sobre estos cultivos (estimulados o no con FC); en tercer lugar, el efecto del 5-
FU sobre dichos cultivos; y por ultimo los resultados del tratamiento de los cultivos con ATRA y
5-FU.

Por lo tanto, tenemos un primer apartado de experiencias que analizan el efecto de
diversas concentraciones de suero de rata sobre las células cultivadas. A continuacion, se
sustituye el suero de rata normal por el obtenido a partir de ratas sometidas a hepatectomia del
40% (por ello, rico en FC). Por ultimo, en este apartado se incluyen las experiencias de
estimulacion de los cultivos con diversos factores de crecimiento.

El segundo apartado de esta primera seccién recoge las experiencias llevadas a cabo
con ATRA, tanto sobre cultivos estandar, como sobre cultivos estimulados con suero de rata

(normal o hepatectomizada) y factores de crecieminto.

El tercer apartado recoge los resultados del tratamiento de los cultivos con un
guimioterapico convenciaonal en el tratamiento de las metastasis hepaticas del cancer de
colon: el 5 Fluor-Uracilo (5-FU). Se incluyen tanto cultivos en condiciones estandar como
cultivos estimulados con suero procedente de animales sometidos a reseccién parcial del
higado (por tanto ricos en numerosos factores de crecimiento) o con factores de crecimiento

aislados.

Por dltimo, un cuarto apartado contempla los resultados obtenidos al tratar con ATRA

los diferentes cultivos ensayados en el apartado anterior.
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1.1. Efecto del suero de rata sobre cultivos de ACC-531

Tal y como acabamos de indicar, en este primer apartado de resultados de nuestros
estudios “in vitro” vamos a proceder a resefiar las experiencias realizadas para valorar el efecto
que sobre las células CC-531 ejerce el suero obtenido a partir de ratas previamente
hepatectomizadas, asi como de algunos factores de crecimiento con probada actividad
hepatotrofica.

1.1.1. Proliferacion “in vitro” con suero de rata normal

Un paso previo al inicio de esta serie de experimentos, fue determinar la concentracion
Optima de suero bobino fetal (SFB) para el crecimiento de las células de Adenocarcinoma de
Colon (ACC-531). Para ello realizamos cuatro cultivos con concentraciones decrecientes de
SFB: 20%, 15%, 10% y 5%. Cada 24 horas se realizé un recuento de células mediante
hemocitdmetro, obteniéndose las cifras que se detallan en la tabla 24.

Tabla 24. N° de células por concentracion de SFB (5%, 10%, 15% y 20%).

TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
SFB 5% 30.556 66.519 191.296 206.444
SFB 10% 30.556 67.407 202.407 384.667
SFB 15% 30.556 89.185 240.185 405.556
SFB 20% 30.556 77.185 226.481 408.667

La representacion grafica de dichos resultados (fig.23) muestra claramente un
aplanamiento de la curva a las 48 horas en las células cultivadas con SFB 5%; de tal manera
que a las 72 horas nos encontramos con que la concentracion de células en cultivo no alcanza
el 50% de lo obtenido (46,51%) con concentraciones superiores de SBF (ANOVA p>0,0001).

Por otra parte, la concentracién del 10% no muestra diferencias significativas frente al

20% recomendado por la casa (“Newman-Keuls Multiple Comparison Test”, p>0,05).
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Figura 23. Proliferacion celular de ACC-531 con medios enriquecidos con SFB 5%, 10%, 15% y 20% .

De manera similar, se ha estudiado el comportamiento de las células al suplementar los
cultivos con suero de rata normal (SRN), en sustitucion del SFB. Para ello, se realiz6 un
barrido de concentraciones desde 20% hasta 5% (Fig. 24.).
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Figura 24. Proliferacion celular con medios enriquecidos con SRN al 5%, 10%, 15% y 20%.

En esta grafica se ve como el crecimiento de las células en cultivo no parece
modificarse significativamente al variar las concentraciones de SRN, ya que las cuatro curvas
se superponen y entrecruzan.

El estudio estadistico realizado comparando los resultados a las 48 horas y 72 horas
mediante ANOVA confirma esa impresion al aportar una p = 0,43 y p = 0,65 , respectivamente
(tabla 25.).
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Tabla 25. N° de células por concentracién de SRN al 5%, 10%, 15% y 20%.
TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
SRN 5 % 25.111 70.222 175.370 322.000
SRN 10% 25.111 71.259 200.741 295.333
SRN 15% 25.111 64.296 162.037 258.000
SRN 20% 25.111 64.593 180.556 284.000

De todas formas, viendo que el mejor resultado se habria obtenido con SRN 5% se
repitio la experiencia utilizando Unicamente concentraciones de 5% y 10% de SRN. Los

resultados obtenidos en este experimento se detallan en la tabla 26.

Tabla 26. N° de células por concentracion de SRN 5% y 10%.

TIEMPO (Horas)

0 24 48 72
SRN 5 % 31.333 47.111 172.407 373.333
SRN 10% 31.333 48.296 162.593 346.222

Tal y como se puede observar en la figura 25, las dos curvas son muy similares, sin
que existan diferencias significativas en ningdn momento del estudio. Ahora bien, de nuevo en
este experimento el cultivo con SRN 5% obtiene valores ligeramente superiores al de 10% (p=
0,34).

500000+
400000+ —— SRN (5%)
— 0,
E 3000004 SRN (10%)
I
8 2000004
100000
c T L} J
0 24 48 72
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Figura 25. Proliferacion celular de ACC-531 con SRN al 5% y 10%.
Por dltimo, se realizé un experimento en el que se compar6 el efecto de SBF 10%

frente a SRN 5%. Durante las primeras 48 horas de cultivo no se apreciaron diferencias entre

los dos grupos (tabla 27). Sin embargo, a las 72 horas se manifestd una clara superioridad del
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SRN 5% (214.333 +59.283) frente al SBF 10% (169.000+30.876). Sin embargo, esta diferencia

no alcanzé significacién estadistica (p=0,11).

Tabla 27. N° de células por concentracion de SRN 5% y SFB 10%.

TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
SRN 5 % 16.667 33.778 136.111 214.333
SFB 10% 16.667 44.000 133.611 169.000
300000+
— SRN (5%)
__ 200000
£E —— SFB (10%)
9
8
100000~
o r ; .
0 24 48 72
horas

Figura 26. Proliferacion celular de ACC-531 enfrentando Suero Fetal Bovino y Suero de Rata Normal.

A la vista de estos resultados, se decidié adoptar para el estudio la concentracion de

5% de SRN, que —por otra parte— produce un efecto sobre el cultivo similar al del SBF 10%.

1.1.2. Proliferacion “in vitro” con suero de rata hepatectomizada (SRH)

Con el fin de hallar la concentracion de suero 6ptima para el cultivo, se realiz6 una
experiencia enfrentando una serie de concentraciones de suero de rata hepatectomizada (20%,

10% y 5%). El recuento celular se realizé6 mediante la técnica de hemocitémetro.

Tal y como podemos ver en la figura 27, las células cultivadas con un 20% de SRH
crecieron mucho mas lentamente que aquellas cultivadas con concentraciones menores de
SRH (p<0,001).

Si nos fijamos ahora en los otros dos cultivos, veremos que en las primeras 48h las
células cultivadas con un 10% de SRH crecen mas deprisa que las que lo hicieron con so6lo un

5%, alcanzando cifras de recuento celular significativamente superiores (p<0,05; tabla 28).
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Tabla 28. N° de células por concentracion de SRH 5%, 10% y 20%.

TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
SRH (5%) 22.833 40.185 107.778 320.444
SRH (10%) 22.833 51.296 156.296 224.222
SRH (20%) 22.833 16.481 45.926 127.778
400000~
300000- —SRH(5%)
E —— SRH (10%)
@ 200000-
Q
° SRH (20%)
100000+
c T ) v
0 24 48 72
horas

Figura 27. Proliferacion celular con medios enriquecidos con SRH al 5%, 10% y 20%.

Sin embargo, en las uUltimas 24 h, los cultivos con un 5% de SRH presentaron un ritmo
de proliferacién muy superior, alcanzando unos recuentos un 45% superiores a los cultivos con
10% de SRH (p<0,01).

Con el fin de confirmar los resultados anteriores, se repitio la experiencia comparando
las concentraciones de 5% y 10%. En esta nueva experiencia los cultivos con SRH 5%
mostraron un crecimiento mas rapido que los de SRH 10% a todo lo largo del estudio ( fig. 28 y

tabla 29); sin embargo, estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica (48h: p=0,052;
72h: p=0,22).

Tabla 29. N° de células por concentracion de SRH (5% y 10%).

TIEMPO (Horas)

0 24 48 72
SRH (5%) 14.222 25.556 113.889 248.333
SRH (10%) 14.222 15.333 71.667 212.667
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Figura 28. Proliferacion celular: SRH 5% vs SRH 10%

Dado que en las dos experiencias que acabamos de describir el resultado fue similar
(con el SRH 5% mostrando mayor proliferacion que el SRH 10%), pero el tamafio muestral no
permitid extraer conclusiones definitivas, se repitieron las experiencias, pero utilizando placas
de 96 pocillos (que permiten un mayor niimero de muestras) y sustituyendo el recuento manual
con hemocitémetro por cuantificacion mediante la técnica de MTT. Se analiz6 el efecto de

concentraciones decrecientes de SRH, desde 15% hasta 5%.

Los cuatro tipos de cultivos presentaron ritmos de proliferacién muy similares durante
las primeras 48 horas. Llama la atencién, sin embargo, que tras las primeras 24 horas de
cultivo se aprecia casi una relacion inversa entre concentracion de SRH y tasa de proliferacion
(ANOVA, p<0,0001). Por el contrario, durante las Ultimas 24 horas de estudio se aprecia una
disminucién en el nUmero de células presentes en los cultivos, siendo més intensa la caida
cuanto mayor es la concentracion de SRH (ANOVA, p<0,0001). Asi, el mejor resultado final se
obtuvo con SRH 5%.

1.00-
—— SRH 5%

0.754 SRH 7.5%
g —— SRH 10%
< 0.50- —— SRH 15%

0.25-

0.00 . T T

0 24 48 72

horas

Figura 29. Proliferacion celular con SRH 5%, 7,5%, 10% y 15%.
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Tabla 30. Absorbancia de los pocillos con SRH 5%, 7,5%, 10% y 15%.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
SRH 5% 0,1975 0,4853 0,9203 0,8628
SRH 7,5% 0,1975 0,4120 0,8263 0,7533
SRH 10% 0,1975 0,3960 0,9903 0,7135
SRH 15% 0,1975 0,3388 0,9363 0,5358

Esta caida en los recuentos celulares de los cultivos durante las 24 horas finales del

estudio no se habia producido en ninguna de las experiencias previas, realizadas sobre placas

de 24 pocillos. Por ello, y con intencién de corroborar las observaciones descritas en los

parrafos precedentes, se repitié el estudio, enfrentando Unicamente las concentraciones de 5%

y 10% de SRH (Fig. 30).
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Figura 30. Proliferacion celular con SRH: 5% vs 10% (cuantificado mediante MTT).

Tabla 31. Absorbancia de los pocillos con SRH 5% y 10%.
ABSORBANCIA

0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
SRH 5% 0,088 0,182 0,329 0,299
SRH 10% 0,088 0,197 0,404 0,239

El comportamiento de los cultivos resultd practicamente idéntico al de la experiencia

previa. Asi, tras 48h los mejores resultados se obtienen con SRH 10% (p=0,0024), momento a

partir del cual se inicia un descenso en el nimero de células presentes en los cultivos; este

descenso es mas acusado en los cultivos con SRH 10%, por lo que, de nuevo, el resultado final

con SRH 5% es superior al de SRH 10% (p=0,0006).
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La persistencia del pico a las 48 horas, seguido de un descenso del nimero de células
obligd a realizar una serie de experiencias para descartar que fueran errores técnicos los

responsables de dicho comportamiento anémalo. (Fig. 31)
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Figura 31. Proliferacion celular con SRH: 5% vs 10% (cuantificado mediante MTT).

La persistencia en la caida de valores a partir de las 48 horas sugirié una saturacion
celular de los pocillos, por lo que se decidi6 ensayar con concentraciones menores de SRH,

buscando aportar estimulos mas bajos a los cultivos.

Asi, se realiz6 una curva de proliferaciéon con concentraciones de SRH de 2,5%, 1% y
0,5% (fig. 32). En esta experiencia se observdé como los cultivos realizados con un 2,5% de
SRH seguian presentando el pico a las 48h, seguido de un discreta disminucién del nimero de
células en los pocillos. En cambio, con concentraciones del 1% y 0,5% se produce un
crecimiento constante a lo largo de los tres dias del experimento. En las primeras 24 h no hay
diferencia apreciable entre ambas concentraciones, pero a las 48 h se aprecia claramente que
las células cultivadas con tan sélo un 0,5% de SRH crecen mas despacio (tabla 32; p>0,05),
siendo la diferencia mucho méas acusada a las 72 h, ya que se aprecia una reduccién del 30%
(p<0,001).
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Por dltimo, hay que destacar que las células cultivadas con 1% de SRH, al final de la
experiencia igualan las cifras de células que se encuentran en los cultivos realizados con un
2,5% de SRH.

0.75+
—— SRH 2,5%
——SRH 1%
0.50 ——SRH 0,5%
@
e}
<
0.25-
0.00 r . :
0 72
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Figura 32. Cultivos con Suero de Rata Hepatectomizada: 2,5%, 1% y 0,5%.

Tabla 32. Absorbancia de los pocillos con concentraciones de SRH 2,5%, 1%y 0,5%.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRH 0,5% 0,2042 0,3191 0,4442 0,4827
SRH 1% 0,2042 0,3303 0,4908 0,6013
SRH 2,5% 0,2042 0,4521 0,6547 0,6097

1.1.3. Comparacion entre el suero de rata hepatectomizada (SRH) y de rata
normal (SRN)

Para comprobar si existe en el suero de la rata hepatectomizada alguna molécula con
efecto estimulador de la proliferacion de células tumorales realizamos ensayos en los que se
enfrentaron concentraciones idénticas de suero de rata normal y hepatectomizada. Los
ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos y mediciones mediante MTT, por lo que se

utilizaron aquellas concentraciones de SRH que no provocaron saturacién del cultivo a las 48h.

En primer lugar, veremos los resultados obtenidos en cultivos enriquecidos con 2,5%
de suero de rata. En la figura 33 se aprecia con nitidez que los cultivos enriquecidos con SRH
proliferaron a un ritmo significativamente mayor que aquellos en los que se afadié suero de

rata normal a la misma concentracion.
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Tabla 33. Absorbancia de los pocillos. SRN y SRH al 2,5%.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
SRN 2,5% 0,088 0,139 0,245 0,250
SRH 2,5% 0,088 0,161 0,284 0,268
Valor de p --- <0,0001 0,0513 0,0005
0.44
b — SRH2,5%
@ ——SRN 2,5%
o 0.24
<
0.14
0.0 T T T
0 horas 1z

Figura 33. Cultivos enriquecidos con SRN y SRH al 2,5%.

En cambio, al reducir la concentracién de suero de rata a sé6lo un 1% ya no se aprecia
la mayor efectividad promotora de proliferacién del SRH. Si bien a las 48 h el recuento celular
es més alto en los cultivos suplementados con SRH que en los que recibieron SRN (tabla 34;

p< 0,01), al finalizar el experimento esa superioridad se desdibuja por completo (fig. 34).
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Figura 34. Cultivos enriquecidos con SRNy SRH al 1%.

Tabla 34. Absorbancia de los pocillos por concentracion de suero y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
SRN 1% 0,088 0,224 0,276 0,394
SRH 1% 0,088 0,234 0,312 0,372
Valor de p ns 0,0001 0,0079
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Por dltimo, fijémonos en lo ocurrido al reducir la concentracion de suero de rata en el
medio de cultivo a cifras tan bajas como un 0,5% (fig. 35). Como cabe esperar, el ritmo de
proliferacion (la pendiente de las curvas) se reduce sensiblemente. Pero, dentro de ese menor
ritmo, los cultivos enriquecidos con SRH muestran un comportamiento claramente mejor que
aquellos que recibieron SRN, siendo estas diferencias significativas en todos los momentos del
estudio (tabla 35).

0.40+
0.354
0.30- ——SRH 0,5%
0.25+ ——SRN 0,5%
0.20+
0.154
0.104
0.054
0.00 T T T
horas

Abs.

Figura 35. Cultivos enriquecidos con SRN y SRH al 0,5%.

Tabla 35. Valores de absorbancia de los pocillos por concentracion de suero y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRN 0,5% 0,088 0,138 0,184 0,256
SRH 0,5% 0,088 0,153 0,237 0,308
Valor de p --- 0,0222 0,0001 P<0.0001

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos, se repitieron las experiencias pero
utilizando para el recuento celular un microscopio de fluorescencia automatizado
(NucleoCounter) y un equipo que utiliza las microvariaciones en la resistencia eléctrica del

cultivo para realizar recuentos celulares seriados “in vivo” en los cultivos (XCELLigence).
En la figura 36 se representan los resultados obtenidos mediante Nucleocounter en

cultivos enriquecidos con suero de rata al 2,5%. Se aprecia como el SRH induce una

proliferacion mas intensa que el SRN.
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Figura 36. Recuento celular mediante NucleoCounter de cultivos enriquecidos con SRN y SRH al 2,5%.

Tabla 36. N° de células por ml. Medios enriquecidos con SRN y SRH al 2,5%.

Cel/ml
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
SRN 2,5% 43.500 94.050 148.950 432.000
SRH 2,5% 43.500 88.650 254.700 517.800

Por otra parte, el ensayo realizado con concentraciones de suero del 1% mostrd un
resultado similar al obtenido en las experiencias valoradas mediante MTT: no existen

diferencias apreciables entre los cultivos enriquecidos con SRH y los suplementados con SRN.
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Figura 37. Proliferacion celular de ACC-531 enfrentando las concentraciones de SRN y SRH al 1%.

Tabla 37. N° de células por ml en funcién de la concentracién de suero y tiempo.

Cel/ml
0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
SRN 1% 43.500 90.450 166.950 397.800
SRH 1% 43.500 89.550 177.300 433.800
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Por dltimo, recogemos los resultados del estudio realizado mediante el equipo de
medicion in vivo (XCELLigence). En la figura 38 se recogen las mediciones realizadas de
manera continua a lo largo de 120 horas. Sin embargo, los resultados mas significativos son los
que reflejan los cambios acontecidos en los cultivos durante las primeras 72 horas, antes de
que algunos de ellos alcancen confluencia y saturen los pocicllos de cultivo. Las dos curvas
superiores reflejan el comportamiento de los cultivos suplementados con un 2,5% de suero de
rata; se aprecia como en todo momento el cultivo on SRH se sitda por encima del de SRN.
Algo muy similar ocurre con los cultivos suplementados con un 0,5%, si bien aqui la diferencia

es mucho mas acusada a favor del SRH.
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Figura 38. Proliferacion celular de ACC-531. SRNy SRH al 2,5% y 0,5%.
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1.2. Efecto de los factores de crecimiento sobre las células tumorales

Una vez constatado que en el suero de ratas sometidas a reseccion parcial del higado
existen sustancias con capacidad de estimular el crecimiento tumoral, procedimos a probar una
serie de factores de crecimiento. Con el fin de dejar mas margen para apreciar posibles efectos
protumorales de los factores de crecimiento, se redujo el contenido de suero (SRN) hasta el
0,5%.

1.2.1. Factor de Crecimiento Hepatocitario (HGF)

Se realiz6 un estudio con diferentes concentraciones de HGF (5; 7,5; 10; 15 y 20
ngr/ml) sobre cultivos con un 0,5% de SRN. Durante las primeras 48 horas apenas se aprecian
diferencias entre los cultivos suplementados con HGF y los controles (fig. 39). Sin embargo,
tras 72 horas, todos los cultivos enriquecidos con HGF presentaron concentraciones de células
superiores al control (ANOVA, p<0,0001), si bien las concentraciones de 5 ngr/ml y 20 ngr/ml

se comportaban peor (tabla 38; p<0,05).

1.00- HGF (15ngr/ml)
—— HGF (10ngr/ml)
1 —— HGF (7,5ngr/ml)
0.754 HGF (20ngr/ml)
HGF (5ngr/ml)

02sd ==

0.00 T T T
0 24 48 72

horas

Figura 39. Proliferacién celular en respuesta al HGF 5; 7,5; 10; 15y 20 ngr/ml.

De las tres concentraciones que presentaron mejor comportamiento a las 72 h, la de
7,5 ngr/ml es la que alcanzé las mejores cifras también a las 24 h y a las 48 h, por lo que se
consideré6 como la concentracion 6ptima para el HGF. Las diferencias entre los cultivos
enriquecidos con HGF al 7,5 ngr/ml y los controles (fig. 40) alcanzaron significacion estadistica

en todos los momentos del estudio (tabla 38).
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Tabla 38. Absorbancia de los pocillos por concentracion de HGF y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control 0,175 0,299 0,467 0,565
HGF 5 ngr/ml 0,175 0,351 0,496 0,652
HGF 7,5 ngr/ml 0,175 0,350 0,521 0,741
HGF 10 ngr/ml 0,175 0,322 0,449 0,764
HGF 15 ngr/ml 0,175 0,317 0,498 0,766
HGF 20 ngr/mi 0,175 0,345 0,459 0,667
p (ctrolvs 7,5ng/ml) | - < 0,05 <0,05 < 0,001
0.754 —— HGF (7,5ngr/ml)
—— CONTROL
~0.50-
(2]
o
<
0.25+
0.00 T T T
0 24 48 72
horas

Figura 40. Proliferacion celular en respuesta al HGF 7,5 ngr/ml

Se optd por repetir la experiencia anterior y realizar la cuantificaciéon del nUmero de

células mediante el uso del NucleoCounter (fig.41).
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Figura 41. Proliferacion celular en respuesta al HGF 7,5 ngr/ml
El estudio al NucleoCounter mostré6 un efecto potenciador de la proliferacion de las

células de ACC-531 observable a partir de las 24 primeras horas de exposicion al HGF (tabla
39)
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Tabla 39. Nimero de células por ml en respuesta al HGF 7,5ngr/ml.

0 HORAS |24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 9.000 47.250 98.550 243.000
HGF (7,5ngr/ml) 9.000 47.250 145.800 313.200

1.2.2. Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)

Para valorar el efecto protumoral del EGF se realiz6 un estudio seriado con
concentraciones crecientes de factor de crecimiento, desde los 5 ng/ml hasta 100 ng/ml (fig.
42). De nuevo es dificil apreciar diferencias durante las primeras 48 horas, pero al finalizar el
experimento se comprobd que las concentraciones mas elevadas de EGF (25, 50 y 100 ng/ml)
no mejoraron los resultados obtenidos con el grupo control; incluso con 100 ng/ml se

obtuvieron cifras claramente inferiores a las del control (0,501 vs 0,565; p=0,03).

0.75+ EGF (5ngr/ml)
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Figura 42. Proliferacién celular en respuesta al EGF 5, 10, 25; 50 y 100 ngr/ml.

Tabla 40. Absorbancia de los pocillos por concentracion de EGF y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,175 0,299 0,467 0,565
EGF 5 ngrim| 0,175 0,304 0,453 0,671
EGF 10 ngr/iml 0,175 0,306 0,488 0,645
EGF 25 ngr/iml 0,175 0,319 0,449 0,561
EGF 50 ngr/ml 0,175 0,297 0,444 0,538
EGF 100 ngr/ml 0,175 0,293 0,417 0,501
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En cambio, con concentraciones de 5y 10 ng/ml, a las 72 horas se aprecian recuentos

celulares significativamente superiores a los obtenidos en el grupo control (p<0,05).

Si estudiamos separadamente estos dos grupos (fig. 43) vemos como las tres lineas
gue representan el nimero de células en los pocillos de cultivo practicamente se superponen,
con una variabilidad escasisima en los resultados individuales de cada experiencia. En cambio,

alas 72 horas el ritmo de crecimiento en los cultivos con EGF mejora sensiblemente.
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Figura 43. Proliferacion celular en respuesta a las concentraciones 5 y 10ngr/ml de EGF.

1.2.3. Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF)

Como con los factores anteriores, en primer lugar se realiza un barrido de
concentraciones sobre cultivos con un 0,5% de SRN (5; 10; 20; 30 y 40 ngr/ml). De nuevo
durante las primeras 48 h las lineas de la gréafica se superponen y/o entrecruzan sin manifestar
ningun efecto definido por parte del PDGF (fig. 44). En cambio, a las 72 h todos los cultivos
suplementados con PDGF presentan cifras de recuento celular superiores a los controles (tabla
41), si bien el excesivo nimero de grupos, a pesar de una variabilidad intragrupo escasa, hace

gue el andlisis con ANOVA no muestre significacion estadistica.
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Figura 44. Proliferacion celular en respuesta a PDGF 5; 10; 20; 30 y 40 ngr/ml.

Tabla 41. Absorbancia de los pocillos por concentracion de PDGF y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,175 0,299 0,467 0,565
PDGF 5 ngr/ml 0,175 0,340 0,428 0,663
PDGF 10 ngr/ml 0,175 0,305 0,475 0,658
PDGF 20 ngr/ml 0,175 0,296 0,483 0,614
PDGF 30 ngr/ml 0,175 0,323 0,495 0,640
PDGF 40 ngr/ml 0,175 0,308 0,465 0,621

Si nos fijamos sélo en el efecto final (tras 72 horas de cultivo), los mejores resultados
se obtuvieron con las concentraciones mas bajas (5 y 10 ngr/ml; fig 45). En el grupo control, la
pendiente de la recta se abate tras las 48 h, mientras que al suplementar los cultivos con PDGF
no se produce ese descenso en el ritmo proliferativo (p<0,05), poniendo en evidencia un efecto

estimulador de este factor de crecimiento sobre las células tumorales de nuestro estudio.

0.75+ 0.75+ PDGF -
PDGF (10ngr/ml) AT (Sngr/mi)
—— CONTROL _~__x — CONTROL
0.504 0.504 .
8 4
< <
0.254 025
0.00 T T T 0.00 T T T
0 24 48 72 0 24 48 72
horas horas

Figura 45. Proliferacién celular en respuesta a la concentracién de 10 y 5 ngr/ml de PDGF.

Se repetio la experiencia con la concentracion de 10ngr/ml y se utilizo la técnica del

NucleoCounter para su cuantificacion (fig. 46).
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Figura 46. Proliferacion celular en respuesta al PDGF 10ngr/ml.

El efecto potenciador de la proliferacion celular del PDGF 10 ngr/ml queda en evidencia

a partir de las 24 primeras horas de su exposicién al cultivo, siendo a las 48 horas donde mas

notoriamente se observa dicho efecto (tabla 42).

Tabla 42. Namero de células por ml en respuesta al PDGF 10ngr/ml.

0 HORAS |24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

Control 9.000 47.250 98.550 243.000

PDGF (10ngr/ml) 9.000 52.650 164.700 261.000

1.2.4. Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico (FGFb)

Con el FGFb también estudiamos concentraciones crecientes, en un rango similar al
explorado previamente con el HGF: 2,5, 5, 7,5, 10, 15 y 20 ngr/ml. En lineas generales el
comportamiento fue similar al observado con los factores de crecimiento previamente descritos:
escasas diferencias durante las primeras 48 horas y mejores resultados al final del experimento

en los cultivos suplementados con menores concentraciones de factor (fig. 47).
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Figura 47. Proliferacion celular en respuesta al FGFb 2,5, 5, 7,5, 10, 15 y 20 ngr/ml.

Tabla 43. Absorbancia de los pocillos por concentracion de FGFb y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,3342 0,5230 0,8855 0,8398
FGFb 2,5 ngr/ml 0,3342 0,5398 0,7678 1,0673
FGFb 5 ngr/mi 0,3342 0,5758 0,9473 0,9535
FGFb 7,5 ngrimi 0,3342 0,6168 0,8665 0,8335
FGFDb 10 ngr/ml 0,3342 0,6163 0,8325 0,8548
FGFDb 15 ngr/ml 0,3342 0,5165 0,7253 1,0143
FGFDb 20 ngr/ml 0,3342 0,5155 0,8755 0,7728

El estudio especifico de los resultados a las 72 h, realizado mediante ANOVA y Test de
Neuman-Keuls, s6lo muestra significacion estadistica para los resultados obtenidos con 2,5
ng/ml (p<0,05).

Estudiando de manera individualizada las concentraciones de 2,5 ngr/ml y 5 ng/mi
vemos que ambas mejoran los resultados a las 72 horas (p < 0,05 y p < 0,001), la primera de
ellas de manera mas acusada (fig. 48). Sin embargo, con 5 ngr/ml la curva de proliferacion se
sita por encima del control a lo largo de todo el experimento, aunque las diferencias a las 24h

y 48 h no alcanzan significacion estadistica (p > 0,05).
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Figura 48. Proliferacion celular en respuesta a la concentracién de 2,5 y 5 ngr/ml de FGFb.

Posteriormente, se estudié la concentracion de 2,5 ngr/ml mediante la técnica del

NucleoCounter (fig. 49).

300000
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Figura 49. Proliferacion celular en respuesta a FGFb 2,5 ngr/ml.

El efecto potenciador del FGFb 2,5ngr/ml se observa a partir de las 24 primeras horas

de su exposicién al cultivo y se prolonga durante toda la curva de crecimiento (tabla 44).

Tabla 44. Namero de células por ml en respuesta al FGFb 2,5ngr/ml.

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

Control 9.000 47.250 98.550 243.000

FGFb (2,5ngr/ml) 9.000 44.550 145.800 277.200

1.2.5. Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

Por dltimo, se realiz6 el estudio con el factor VEGF a las concentraciones de 1, 2,5, 5,

7,5, 10 y 20 ngr/ml, como muestra la figura 50. De nuevo hay que fijarse Unicamente en los
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resultados al final del experimento, ya que durante las primeras 48 horas no se manifiesta con

claridad ningun efecto.

El ANOVA realizado sobre los resultados obtenidos a las 72 horas es altamente

significativo (p < 0,0001). Los cultivos realizados con concentraciones de 10, 7,5 y 5 ngr/ml

obtienen cifras superiores a los controles, pero de estas diferencias Unicamente la producida

por la concentracion de 7,5 ngr/ml alcanza significacion estadistica (p < 0,001).

1.25+
1.00+

. 0.754
0

Ab

0.504

0.254

0.00

VEGF 7,5ngr/ml
— VEGF 5ngr/ml
VEGF 1ng/ml
VEGF 10ngr/ml
—— CONTROL
— VEGF 2,5ngr/ml
—— VEGF 20ngr/ml

24
horas

48

72

Figura 50. Proliferacién celular en respuesta al VEGF 1, 2,5, 5, 7,5, 10 y 20 ngr/ml.

Tabla 45. Absorbancia de los pocillos por concentracion de VEGF y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,3342 0,5230 0,8855 0,8398
VEGF 1 ngr/mi 0,3342 0,6145 0,7660 0,9095
VEGF 2,5 ngr/ml 0,3342 0,5745 0,7488 0,8373
VEGF 5 ngr/mi 0,3342 0,5750 0,9020 0,9393
VEGF 7,5 ngr/mi 0,3342 0,5738 0,8970 1,1195
VEGF 10 ngr/ml 0,3342 0,5715 0,7465 0,9033
VEGF 20 ngr/ml 0,3342 0,5580 0,8855 0,8225

Si observamos aisladamente los cultivos controles junto a los suplementados con 7,5

ngr/ml (fig. 51) vemos que mientras los controles detienen su crecimiento tras las primeras 48

h, los enriquecidos con VEGF contintian con un ritmo de proliferacion inalterado.
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Figura 51. Proliferacion celular en respuesta a la concentracién de 7,5ngr/ml de VEGF.

Nuevamente se repeti6 la experiencia con la concentracion de 7,5ngr/ml utilizando en

esta ocasion la técnica del NucleoCounter para su medicion (fig. 52).
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Figura 52. Proliferacion celular en respuesta a VEGF 7,5 ngr/ml.

horas

El efecto potenciador del VEGF 7,5ngr/ml se observd a lo largo de toda la curva de

crecimiento (tabla 46).

Tabla 46. NGmero de células por ml y por concentracion de VEGF y tiempo.

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 9.000 47.250 98.550 243.000
VEGF (7,5ngr/ml) 9.000 64.800 124.200 262.800
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1.3. Efecto del ATRA sobre el desarrollo tumoral

En este apartado se recogen los resultados obtenidos con ATRA, tanto administrado a
animales portadores de metastasis hepaticas, como afladido en concentraciones
farmacoldgicas a cultivos de células tumorales sometidas a diversos estimulos proliferativos.

Comenzaremos exponiendo estos Ultimos.

1.3.1. Efecto sobre cultivos de ACC-531

Presentamos en este apartado los resultados obtenidos al afiadir ATRA a cultivos de
células no estimulados, y a cultivos suplementados con suero de ratas (normales o

hepatectomizadas) o con factores de crecimiento.

a) Efecto del ATRA sobre cultivos celulares enriquecidos con suero de rata normal

Para valorar el efecto del ATRA sobre los cultivos celulares se analizaron los efectos de
diversas concentraciones del farmaco en cultivos suplementados con diversas concentraciones
de suero de rata normal. En primer lugar se estudio el efecto del ATRA sobre células cultivadas
en condiciones estandar, y posteriormente en cultivos suplementados con bajas
concentraciones de suero como los utilizados para valorar los efectos de los factores de

crecimiento.

Experimentos en cultivos suplementados con SRN 5%

En estos estudios se utilizaron cultivos en los que el medio RPMI fue complementado
con SRN al 5%, ya que equivale a suplementarlo con SFB 10% (considerado el estandar en la

mayoria de los trabajos publicados).

El ATRA se afiadio a diferentes concentraciones, tomando como referencia inicial la
que resulté mas efectiva en los estudios realizados sobre células de rabdomiosarcoma, y que
es muy proxima a las concentraciones farmacoldgicas en suero de animales tratados con este

farmaco (1 uM).
Como es habitual en este tipo de ensayos, se incluyeron concentraciones por encima y

por debajo de la esperada como optima: 0,5 uM, 1 uM y 2 uM. El recuento celular se llevo a

cabo mediante Hemocitémetro, y los resultados se muestran en la figura 53.
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Figura 53. Proliferacion celular (SRN 5%): ATRA 0,5 uM, 1 uMy 2 uM
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Tal y como se aprecia facilmente en la figura 53, ninguna de las concentraciones

ensayadas de ATRA produjo efecto significativo alguno sobre el cultivo celular (ANOVA p =

0,7083); si bien, a muy bajas concentraciones, parecia mostrar un efecto estimulador (tabla

47).

Tabla 47. Namero de células por concentracion de ATRA y tiempo.

TIEMPO (Horas)

0 24 48 72
Control 17.333 25.185 131.296 266.667
ATRA (0,5uM) 17.333 25.778 125.370 258.667
ATRA (1pM) 17.333 42.370 116.667 295.778
ATRA (2uM) 17.333 23.259 131.296 279.111

Ante esta falta de efecto del farmaco en el rango de las concentraciones Utiles en

cultivos de rabdomiosarcoma, optamos por realizar un nuevo experimento en el que ver si

utilizando concentraciones netamente superiores de ATRA podia lograrse un efecto bloqueante

de la proliferacion celular. Asi se utilizaron concentraciones de 10 puM, 50 uM y 100 puM,

buscando una capaz de reducir la proliferacion celular aproximadamente a la mitad respecto a

los controles.

89



Ifiaki Diaz Sanz Resultados

300000+
2500004
- Control
__ 200000+
£
@ 150000+
3 - ATRA 10uM
1000004
500004 = ATRA 50uM
= ATRA 100uM
0 — T\F
0 24 48 72

horas

Figura 54. Efecto del ATRA 10 uM, 50 uM y 100 uM sobre la proliferacion celular (SRN 5%).

De las tres concentraciones ensayadas, la mas baja mostré un efecto en el rango de lo
buscado, mientras que las otras dos practicamente eliminaron las células de los cultivos.
Cuando en vez de proliferaciéon se observa crecimiento negativo, debe concluirse que se trata

de un efecto letal sobre las células, y no de una interferencia en su capacidad de proliferacién.

Centrandonos en las células cultivadas en presencia de ATRA 10 uM, se puede
apreciar un claro efecto frenador de la proliferacién, especialmente manifiesto en el tercer dia
de la experiencia; momento en el cual el nimero de células en los cultivos se redujo en un 46%
respecto al control, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001).

Tabla 48. Numero de células por concentracion de ATRA y tiempo.

TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
Control 16.556 | 28.148 129.444 229.556
ATRA (10uM) 16.556 | 26.519 101.852 131.111
ATRA (50uM) 16.556 | 12.741 14.444 222
ATRA (100uM) 16.556 296 0 0

Comprobado que las células ACC-531 muestran sensibilidad al ATRA 10 uM, se repitid
el estudio utilizando también la mitad de la concentracion demostrada util, y conservando el 1
uM como patrén comparativo. Para dotar de mas sensibilidad al experimento se realiz6 sobre

placas de 96 pocillos utilizando para el recuento la técnica de MTT.
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Figura 55. Proliferacion celular (SRN 5%): ATRA 1,5y 10 pM.

Los resultados de este experimento corroboraron el efecto antiproliferativo del ATRA 10
uM, y la falta de eficacia de concentraciones menores (p > 0.05, Newman-Keuls Multiple

Comparison Test; Tabla 49).

Resulté llamativo observar que las concentraciones bajas de ATRA provocaron una
proliferacion mas rapida de las células durante las primeras 24 horas (p < 0,05); si bien dicho

efecto ya no se observa en los dias posteriores.

Tabla 49. Absorbancia de la proliferacién celular: ATRA 1, 5y 10 uM.

ABSORBANCIA
SUERO 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,119 0,270 0,513 0,799
ATRA 1uM 0,119 0,324 0,522 0,794
ATRA 5 uM 0,119 0,312 0,516 0,801
ATRA 10 pM 0,119 0,242 0,417 0,701
P (ctrolvs ATRA 10 pM) | - P>0.05 P < 0.001 P <0.001

Efecto del ATRA al reducir la concentraciéon de SRN en los cultivos

Dado que la adicion de factores de crecimiento a los cultivos sélo manifiesta su efecto
al reducir la concentracion de suero hasta 0,5%, se realizaron unas experiencias en las que se
valoro la respuesta de los cultivos al ATRA con concentraciones decrecientes de SRN. Todas

ellas se realizaron en placas de 96 pocillos y medicion mediante técnica de MTT.

En la figura 56 se muestra la proliferacion celular de cultivos complementados con SRN

2,5% y el efecto del ATRA a las concentraciones de 5 uM y 10 uM.
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Figura 56. Proliferacion celular (SRN 2,5%): ATRA 5y 10 uM.

La reduccion a la mitad del suplemento de SRN en el cultivo no modificé sensiblemente
el efecto del ATRA 10 uM, que redujo significativamente el recuento celular al final del
experimento. Sin embargo, combiene destacar que en esta experiencia el efecto
antiproliferativo del ATRA 10 uM se puso de manifiestodesde las primeras 24 horas, siendo la

reduccion estadisticamente significativa (p < 0.001).

Por otra parte, la adicion de ATRA 5uM dio lugar a un efecto antiproliferativo que no se
habia puesto de manifiesto en los cultivos suplementados con SRN 5%. De hecho, la gréafica
practicamente se superpone a la de ATRA 10 uM durante las primeras 48 horas del
experimento. Al final del mismo, el recuento celular es ligeramente superior con la

concentracién menor de ATRA, si bien la diferencia no alcanza significacion estadistica.

Tabla 50. Proliferacion celular (SRN 2,5%): ATRA5y 10 uM

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,134 0,491 0,785 0,965
ATRA 10 pM 0,134 0,415 0,588 0,784
ATRA 5 uM 0,134 0,405 0,598 0,826

El siguiente paso fue estudiar los efectos del ATRA reduciendo la concentracion de

SRN hasta el 1% (fig. 57). La grafica muestra la respuesta celular al ATRA 5 uM y 10 uM.
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Figura 57. Proliferacion celular (SRN 1%): ATRA 5y 10 uM

Al igual que sucedia con la concentracion de SRN 2,5%, ambas concentraciones de
ATRA reducen la proliferacién celular con respecto al control durante las primeras 48 horas (p <
0,001); en cambio, a las 72 horas los cultivos realizados con ATRA 5 puM no reducen el
recuento celular (p > 0,05) (Tabla 51.).

Tabla 51. Proliferacion celular (SRN 1%): ATRA5y 10 uM
ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,134 0,447 0,614 0,796
ATRA 10 pM 0,134 0,367 0,489 0,685
ATRA 5 uM 0,134 0,386 0,534 0,763

Por ultimo, se estudié el comportamiento de los cultivos suplementados con SRN 0,5%
al afadirles ATRA.
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Figura 58. Efecto del ATRA sobre los cultivos celulares suplementados con SRN 0,5%.
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En este experimento se repiten las observaciones de los anteriores, con la importante

diferencia de que el efecto antirproliferativo resultdé muy superior para ambas concentraciones

de ATRA (p < 0,001). El ATRA 5 uM produjo una reduccion del 25%, y el ATRA 10 uM del 50%.

Tabla 52. Proliferacion celular (SRN 0,5%): ATRAS5y 10 uM

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
CONTROL 0,096 0,125 0,178 0,284
ATRA 5 pM 0,096 0,123 0,172 0,240
ATRA 10 pM 0,096 0,120 0,162 0,191

Como conclusion, la progresiva reduccién del SRN en el cultivo se acompafié de un

incremento progresivo en la sensibilidad frente al ATRA de las células.

Experimentos en cultivos suplementados con SRN 0,5%

Dado que los experimentos mas relevantes del trabajo se debian realizar en cultivos
celulares llevados a cabo con bajas concentraciones de suero, se realiaron nuevas
experiencias contemplando todo el espectro posible de concentraciones de ATRA: desde la
centésima parte de la concentracion farmacolégica hasta concentraciones téxicas del farmaco.
Ademaés, todo ello se valord utilizando las dos técnicas de recuento: el recuento celular directo

mediante hemocitometro y la estimacién automatizada mediante técnica de MTT.
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Figura 59. Efecto del ATRA 0,001, 1y 10 uM sobre la proliferacién celular (SRN 0,5%).
En el experimento valorado con Hemocitometro no se pudieron incluir tantas variantes
de concentracion. De nuevo se constatd que a concentraciones de 10 uM el ATRA produjo una

significativa reduccion del recuento celular, manifiesta ya a las 48 horas (p < 0,01) y

extraordinariamente intensa en el tercer dia (p < 0,001), cuando no alcanzé el 38% del control.
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Por otra parte, de nuevo la concentracion de 1 uM no produce cambios significativos
con respecto al control a lo largo de toda la curva (p > 0.05, Newman-Keuls Multiple

Comparison Test).
En cambio, se observd otra vez el efecto paraddjico sefialado en las primeras

experiencias: con bajas concentraciones de ATRA se produce una estimulacion de la

proliferacion con respecto al control a (p < 0.05).

Tabla 53. Numero de células por concentracion de ATRA y tiempo (SRN 0,5%).

TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
Control 12.333 30.074 | 146.852 | 290.667
ATRA 0,01 pM 12.333 39.704 | 164.815 351.111
ATRA 1 puM 12.333 35.852 | 122.593 284.889
ATRA 10 pm 12.333 38.074 96.667 117.111

Con el fin de valorar la observacion del efecto de dosis bajas de ATRA sobre los
cultivos, y disponer de una secuencia mas amplia de concentraciones de ATRA, se realizaron
dos nuevas experiencias con placas de 96 pocillos, que se cuantificaron mediante la técnica de
MTT.

En primer lugar, para corroborar el efecto proliferativo de concentraciones bajas de

ATRA, se realiz6é una experiencia que incluy6 desde 0,005 uM hasta 5 uM (fig.60).
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Figura 60. Efecto del ATRA 0,005, 0,01, 1 y 5 uM sobre los cultivos celulares (SRN 0,5%).
En este experimento, se observan diferencias desde las primeras 24 horas de

exposicion al farmaco. Con dosis muy bajas de ATRA se confirma que se estimula la

proliferacion celular (Tabla 54).
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En las primeras 24 horas las concentraciones de ATRA inferiores a 5 uM muestran una
mayor proliferacion que el control, si bien sélo la concentracion de ATRA 0,005 uM alcanza

significacidn estadistica (p < 0.001).

A las 48 horas, continlia el efecto proliferativo del ATRA (ATRA 0,005 pM, p < 0.001 y
ATRA 0,01 pM, p < 0.05) aungue en la concentracion 1 pM no alcanza significacion estadistica
(p > 0.05). Finalmente, a las 72 horas las tres concentraciones mas bajas de ATRA muestran
una clara estimulacion de la proliferacion celular frente al control (p < 0.001), con incrementos
del 13%, 24% y 30%.

Atendiendo a la concentracion de ATRA 5uM, la proliferacion celular es inferior a la del
control desde las primeras 24 horas, siendo la reduccién mas notable a las 48 horas (p < 0.05)
y 72 horas (p < 0.01).

Tabla 54. Absorbancia de los pocillos por concentracion de ATRA 0,005, 0,01, 1y 5pM
y tiempo. (SRN 0,5%)

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control 0,103 0,219 0,402 0,586
ATRA 0,005 pM 0,103 0,274 0,522 0,733
ATRA 0,01 pm 0,103 0,242 0,464 0,704
ATRA 1 uM 0,103 0,227 0,442 0,652
ATRA 5 uM 0,103 0,196 0,351 0,508

En una nueva experiencia, se sometieron los cultivos celulares a concentraciones altas
de ATRA (5, 7,5, 15 y 20 uM), tal y como queda reflejado en la figura 61. El recuento de la

proliferacion celular se realiz6 mediante la técnica de MTT.
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Figura 61. Efecto del ATRA 5, 7,5, 15y 20 uM sobre los cultivos celulares (SRN 0,5%).
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A lo largo de toda la curva de proliferaciéon cultivos tratados con ATRA quedan por
debajo de los controles (ANOVA p<0.0001). A las 72 horas el efecto mas manifiesto tienen
lugar en los cultivos con concentraciones de 15 uM y 20 uM (p < 0.001, Newman-Keuls Multiple
Comparison Test). En el primer caso se produce una meseta (crecimiento nulo), mientras que

en el segundo la proliferacién celular decae bruscamente (Tabla 55).

Tabla 55. Absorbancia de los pocillos por concentracion de ATRA 5, 7,5, 15y 20 ypMy
tiempo. (SRN 0,5%)

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control 0,103 0,219 0,402 0,586
ATRA 5 uM 0,103 0,196 0,351 0,508
ATRA 7,5 uM 0,103 0,166 0,310 0,447
ATRA 15 uM 0,103 0,144 0,270 0,282
ATRA 20 uM 0,103 0,141 0,253 0,152

b) Efecto del ATRA sobre cultivos celulares enriquecidos con suero de rata hepa-
tectomizada

En este apartado se incluyen las experiencias encaminadas a probar si el ATRA es
capaz de revertir el efecto potenciador de la proliferacion de las células ACC-531 que la

hepatectomia parcial confiere al suero de la rata.

Dado que la primera concentracién a la que se encontraron diferencias entre el SRN y
el SRH fue de 2,5%, se realizaron ensayos con concentraciones decrecientes de SRH

valorando la respuesta de esos cultivos a la adicién de ATRA.

Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el SRH 2,5%

En la figura 62 se representan los resultados obtenidos al valorar mediante la técnica
de MTT el efecto que la adicién al medio de bajas y altas concentraciones de ATRA (10 uM, 5

uMy 1 uM) produce sobre la proliferacion celular.

Al igual que sucedia con el suero de rata normal, las dos concentraciones mas altas de
ATRA producen un claro efecto inhibidor sobre la proliferacién de las células ACC-531. Por otra
parte, la concentracion de ATRA 1 uM muestra el efecto proliferativo observado anteriormente

con el SRN, si bien se produce Unicamente en las Ultimas 24 horas del crecimiento.
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Figura 62. Efecto del ATRA 1, 5y 10 uM sobre los cultivos celulares (SRH 2,5%).

En las primeras 24 horas de exposicién al farmaco, los cultivos con ATRA mostraron

una disminucién de la proliferacion con respecto al control (p < 0.001, Newman-Keuls Multiple

Comparison Test) mientras que a las 48 horas sélo los cultivos con ATRA 5 y 10 uM

continuaron manifestando dicho efecto (p < 0.001). La proliferacién de las células cultivadas

con ATRA 1 uM no muestra diferencias significativas a las 48horas (p > 0.05); sin embargo, a

las 72 horas se aprecia un incremento de la proliferacién (p < 0.001) que no se produce con las

otras concentraciones de 10 uM y 5 uM que producen una inhibicién de la proliferaciéon (p <

0.001) (Tabla 56).

Por otra parte, las concentraciones de ATRA 5y 10 uM se mostraron similares en su

compartamiento, sin diferencias significativas entre ellas salvo a las 72 horas (p < 0.01).

Tabla 56. Absorbancia de los pocillos segin concentracion de ATRA y tiempo. (SRH 2,5%)

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,134 0,445 0,636 0,764
ATRA 10 pM 0,134 0,353 0,522 0,677
ATRA 5 uM 0,134 0,375 0,554 0,639
ATRA 1 puM 0,134 0,374 0,607 0,850

Posteriormente, para corroborar los datos anteriores obtenidos mediante MTT, se

repitié la experiencia con ATRA 10 uM y 5 uM pero cuantificando la proliferacion mediante

NucleoCounter (fig.63).
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Figura 63. Efecto del ATRA 5y 10 uM sobre la proliferacién celular (SRH 2,5%).

En esta ocasion, la concentracion de ATRA 5 uM no produce el efecto inhibitorio de la

proliferacion celular visto anteriormente. La concentracion de ATRA 10 pM produce una

disminucién de la proliferacién evidente a las 72 horas, aunque carece de significacion

estadistica (ANOVA, p=0,0502).

Tabla 57. N° de células/ml en funcién de la concentracion de ATRA y tiempo (SRH

2,5%).
Tiempo (Horas)
0 HORAS| 24 HORAS| 48 HORAS| 72 HORAS
Control 18.225 58.725 126.000 342.375
SRH 2,5% + ATRA 10uM 18.225 56.700 132.000 247.500
SRH 2,5% + ATRA 5uM 18.225 68.175 147.750 384.450

Para corroborar los resultados del experimento anterior se opt6 por realizar una nueva
experiencia con la concentracion mas alta de ATRA (10 uM) y SRH 2,5%, utilizando como
controles cultivos tanto con SRH 2,5% como SRN 2,5%. Los resultados obtenidos se muestran

en la figura 64.
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Figura 64. Efecto del ATRA 10 uM sobre la proliferacion celular. (SRH 2,5%)
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Se comprobré como la adicion del ATRA al medio estimulado con SRH disminuye la
proliferacion celular incluso por debajo de la proliferacidn correspondiente al cultivo sin ATRA

pero complementado con SRN.

Tabla 58. Nimero de células/ml en funcién del medio y el tiempo.

Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
SRN 2,5% 9.000 40.500 133.650 316.800
SRH 2,5% 9.000 48.600 132.300 383.400
SRH 2,5% + ATRA (10uM) 9.000 41.850 82.350 235.800

En dltimo lugar, para confirmar los resultados logrados anteriormente, se realiz6 una
nueva experiencia con ATRA 10 uM leyendo en esta ocasion los valores mediante el lector de

placas xCELLigence (fig. 65).
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Figura 65. Efecto del ATRA 10 uM sobre la proliferacion celular. (SRH y SRN al 2,5%)

Como se habia observado mediante la técnica de MTT y NucleoCounter, el ATRA 10
uM reduce la proliferacién celular, incluso a niveles por debajo de los cultivos con medio
complementado con SRN/H 2,5% sin ATRA.
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Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el SRH 1%

Se procedié a continuacion a estudiar los efectos del ATRA 5y 10 uM en los cultivos

celulares con medios enriquecidos con SRH al 1% (fig. 66).
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Figura 66. Efecto del ATRA 10 y 5 uM sobre la proliferacion celular (SRH 1%).

En esta ocasion, las dos concentraciones de ATRA quedan por debajo de la curva de
crecimiento de los controles a lo largo de las primeras 48 horas (ANOVA p<0.0001). Sin
embargo, a las 72 horas, la concentracion de ATRA 5 uM supera al control mientras que la
concentracién de ATRA 10 uM continda por debajo del control (p < 0.05, Newman-Keuls
Multiple Comparison Test). Los datos de las Absorbancia de los pocillos se muestran en la
tabla 59.

Tabla 59. Absorbancia de los pocillos por concentracion de ATRA 5y 10uM y tiempo.

(SRH 1%)
ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,134 0,425 0,536 0,676
ATRA 10 uM 0,134 0,321 0,388 0,564
ATRA 5 uM 0,134 0,352 0,460 0,742
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Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el SRH 0,5%

Dado que para poder valorar un posible efecto de los Factores de Crecimiento sobre
los cultivos resulta necesario reducir la concentracion de suero afiadido a los cultivos hasta un
0,5%, se estudiod el efecto del ATRA sobre cultivos con concentraciones de SRH al 0,5%. En la
figura 67 se muestran las curvas de proliferacion celular de ACC-531 al complementar el medio
con SRH al 0,5% y afiadir ATRA a las concentraciones de 0,05, 5 y 10 uM. Las células se
cultivaron en placas de 96 pocillos, midiendo una mitad de la placa con la técnica de MTT (fig.
67) y la otra mitad con el lector NucleoCounter (fig.68).
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0.4- — Control
. 0.34 ATRA 5 uM
3
< 0.2+
0.1+ — ATRA 10pM
0.0 T T T
0 24 48 72

horas

Figura 67. Efecto del ATRA 0,05, 5y 10 uM sobre la proliferaciéon celular (MTT; SRH 0,5%).

En esta ocasion el ATRA 0,05 uM no produjo diferencias significativas con respecto al
control en ningdn momento de la curva de crecimiento ("Newman-Keuls Multiple Comparison
Test", p>0,05). Sin embargo, las concentraciones de ATRA 5 y 10 uM redujeron
significativamente la proliferacion celular con respecto al control, con una significacion a las 72
horas de p<0,001 (Tabla 60).

Tabla 60. Absorbancia de los pocillos por concentracion de ATRA 0,05, 5 y 10uM
y tiempo. (SRH 0,5%)

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control 0,170 0,279 0,311 0,378
ATRA 0,05 pM 0,170 0,290 0,306 0,393
ATRA 5 uM 0,170 0,266 0,224 0,253
ATRA 10 puM 0,170 0,191 0,077 0,059
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La proliferacion celular de la misma placa también se cuantific6 por medio del lector

NucleoCounter (fig. 68).
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Figura 68. Efecto del ATRA 0,05, 5y 10 uM sobre la proliferacion celular (NucleoCounter; SRH 0,5%).

En la figura 68 podemos observar como el ATRA 5y 10 uM frenan la proliferacién
celular del cultivo de ACC-531, viéndose este efecto mas acentuado con la concentracion de
ATRA mayor. Por el contrario a lo visto con el MTT, la concentracion de ATRA 0,05 uM frena la
proliferacion celular durante las primeras 48 horas para, en las Ultimas 24 horas, mostrar un

estimulo proliferativo mayor que el control (Tabla 61).

Tabla 61. Numero de células por concentracion de ATRA 0,05, 5 y 10uM
y tiempo. (SRH 0,5%)

N° de Células
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS

Control 23.100 39.600 64.350 92.400
ATRA 0,05 puM | 23.100 26.400 42.900 150.150
ATRA 5 uM 23.100 39.600 29.700 29.700

ATRA 10 pM 23.100 26.400 < 16.500 < 16.500

En una dltima experiencia con SRH al 0,5%, se utiliz6 la concentracion de ATRA 5 uM

y se recurrio a la técnica del lector de placas xCELLigence, como se muestra en la figura 69.
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Figura 69. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular (SRH y SRN al 0,5%).

En esta ocasion, se produce nuevamente un efecto inhibitorio de la proliferacion celular
por parte del ATRA 5 uM si bien, en las primeras horas de exposicion, parece estimular el
crecimiento celular. El cultivo con SRN 0,5% prolifera en menor medida que los dos anteriores

a lo largo de toda la curva.
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c) Efecto del ATRA sobre cultivos enriquecidos con Factores de Crecimiento

Para observar méas claramente el efecto de los factores de crecimiento sobre la
proliferacion del cultivo, bajamos la concentracién del SRN al 0,5% y utlizamos las
concentraciones 6ptimas de los FC ya calculadas anteriormente. La concentracion utilizada de
ATRA es 5 uM, concentracion a la que el cultivo celular control (con suero al 0,5%) muestra

una inhibicion del crecimiento de aproximadamente la mitad.

Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el Factor de Crecimiento
Hepatocitario (HGF)

Se realiz6 una experiencia por duplicado utilizando cultivos celulares enriquecidos con
SRN 0,5% y HGF al 7,5ngr/ml como control y se evalué el efecto del ATRA 5uM sobre ellos
(fig. 70).

ABSORBANCIA
— SRN+ HGF
— SRN Oh 24h | 48h | 72h
SRN + HGF + ATRA
. SRN 0,099 0,121 0,184 0,281
< SRN + HGF 0,099 | 0,139 0,229 0,313
SRN + HGF + ATRA 0,099 | 0,142 0,180 0,263

ABSORBANCIA

o Oh | 24h[48h | 72h
. om SRN 0,086 | 0,131 | 0,199 | 0,312
< o SRN + HGF 0,086 | 0,145 | 0,246 | 0,340

o SRN + HGF + ATRA | 0,086 | 0,151 | 0,195 | 0,302

Figura 70. Efecto del ATRA 5 uM sobre cultivos complementados con SRN 0,5% y HGF 7,5 ngr/ml.

Ambas experiencias mostraron el mismo efecto. Como se demostrd anteriormente, el
cultivo celular estimulado con HGF 7,5 ngr/ml prolifera en mayor medida que el cultivo sin factor
de crecimiento en medio (A las 72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,01 y
p<0,05).

Al estudiar el efecto inhibitorio del ATRA, se observo que la adiciéon conjunta de HGF y

ATRA en medio produce una reduccién de la proliferaciéon celular incluso a valores ligeramente
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inferiores al cultivo sin tratar con el factor (72 HORAS, SRN+HGF vs. SRN+HGF+ATRA:
p<0,001 y p<0,05).

Se repitid la experiencia midiendo en esta ocasion los resultados obtenidos mediante el

lector NucleoCounter (fig. 71).
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Figura 71. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular en medio complementado con SRN 0,5%

y HGF 7,5 ngr/ml (NucleoCounter).

Como muestra la figura 71 en esta ocasion el HGF estimula la proliferacion si bien no
se observa dicho efecto hasta las 72 horas de crecimiento. La adicién conjunta de HGF y ATRA

produce una reduccién del crecimiento celular patente desde las primeras 24 horas (Tabla 62).

Tabla 62. N° de células en funcion del medio (SRN 0,5%, HGF 7,5ngr/ml, ATRA 5

uM) y tiempo.
N° de células
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
SRN 18.225 56.700 117.750 264.000
SRN + HGF 18.225 64.125 114.750 287.925
SRN + HGF + ATRA 18.225 56.700 66.000 103.950

A continuacién se utiliz6 el lector de placas XCELLigence para corroborar los resultados
obtenidos mediante la técnica de MTT. La figura 72 muestra el efecto que el ATRA 5 uM
produce en células cultivadas con el Factor de Crecimiento Hepatocitario (7,5 ngr/ml) utilizando

como control células cultivadas en medio complementado con SRN 0,5%.
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Figura 72. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacion celular estimulada mediante HGF 7,5 ngr/ml
(SRN 0,5%).

La figura 72 muestra claramentente el efecto estimulante del HGF sobre los cultivos

celulares asi como el efecto inhibidor del ATRA en comparacion al cultivo control (SRN 0,5%).

Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF)

El siguiente Factor a estudio fue el EGF. Se utilizé a la concentracién de 10 ngr/ml y se

adiciono al medio complementado con SRN 0,5% con y sin ATRA 5 uM. Los resultados quedan

reflejados en la figura 73.
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Figura 73. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferaciéon celular en medio complementado con SRN 0,5%

y EGF 10 ngr/ml. (MTT)

El estimulado con EGF muestra un mayor ritmo proliferativo con respecto al control

(SRN 0,5%) a lo largo de toda la curva ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001),

si bien no alcanza significacion estadistica a las 72 horas. Sin embargo, dicho efecto

proliferativo del EGF queda disminuido al afiadir al medio ATRA 5 uM llegando incluso a

valores de absorbancia inferiores al control a las 72 horas (SRN + EGF + ATRA vs SRN + EGF;

p<0,001). En la tabla 63 se muestran los valores de las absrorbancias de la figura 73.

Tabla 63. Absorbancia de los pocillos en funcién del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 uM, EGF

10 ngr/ml) y tiempo.

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRN 0,079 0,167 0,188 0,277
SRN + EGF 0,079 0,201 0,242 0,300
SRN + EGF + ATRA 0,079 0,191 0,216 0,200

Para confirmar los datos obtenidos se repitié la experiencia anterior cuantificando la

proliferacion celular mediante el lector xCELLigence. Las células fueron estimuladas mediante

EGF 5 ngr/ml y 10 ngr/ml. La concentracion de ATRA utilizada fue de 5 uM, siendo el control

las células creciendo en medio complementado con SRN 0,5%. Los resultados se muestran en

la figura 74.
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Figura 74. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular estimulada
mediante EGF 5 ngr/ml (a) y 10 ngr/ml (b) ). Control: SRN 0,5%.

En ambas figuras (a y b) se muestra como el Factor de Crecimiento EGF produce un

efecto estimulante sobre las células mientras que el ATRA reduce la proliferacion de las

mismas.

Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el Factor de Crecimiento Derivado

de Plaquetas (PDGF)

El Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) se ensayé en medio

complementado con SRN 0,5% en presencia y ausencia de ATRA 5 uM. Las concentraciones

de PDGF utilizadas fueron 5y 10 ngr/ml.

En la figura 75 se muestra los efectos de la dosis de PDGF més baja, 5 ngr/ml.
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Figura 75. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular en medio complementado con SRN 0,5%
y PDGF 5 ngr/ml. (MTT)

Nuevamente se observa un claro estimulo proliferativo por parte del Factor de
Crecimiento a lo largo de toda la curva, siendo a las 48 y 72 horas de manera més evidente

("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05).

Por otra parte, la adicion de ATRA al medio frena de manera drastica la accién del
PDGF con respecto a la proliferacién celular. Este efecto inhibitorio del ATRA es visible desde
las primeras 24 horas de su adiciéon al medio, llegando a aplanar la curva en su totalidad

(p<0,001). En la tabla 64 se detallan los valores de Absorbancia.

Tabla 64. Absorbancia de los pocillos en funcién del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 uM, PDGF 5
ngr/ml) y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRN 0,201 0,325 0,396 0,437
SRN + PDGF 0,201 0,341 0,428 0,503
SRN + PDGF + ATRA 0,201 0,261 0,269 0,272

Se repiti6 la experiencia una vez més (fig. 76) obteniéndose idénticos resultados.
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Figura 76. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferaciéon celular en medio complementado con SRN 0,5%
y PDGF 5 ngr/ml. (MTT)
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Los resultados obtenidos resultan muy similares a los anteriores, apreciandose el
efecto proliferativo del Factor de Crecimiento (PDGF) y su completa inhibiciéon al sumarle el
efecto del ATRA en el medio de cultivo.

Desde las primeras 24 horas de crecimiento, el PDGF estimula el crecimiento de las
células ACC-531 con respecto a las sin tratar y este efecto se prolonga en el tiempo durante
toda la curva (A las 48 y 72 horas, p<0,001).

El medio que contiene ATRA produce una drastica inhibicion de la proliferacién
llegando a aplanar la curva (72 horas, SRN vs. SRN + PDGF; p<0,001). Los datos obtenidos se
muestran en la tabla 65.

Tabla 65. Absorbancia de los pocillos en funcién del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 uM, PDGF 5
ngr/ml) y tiempo.

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRN 0,173 0,273 0,336 0,385
SRN + PDGF 0,173 0,297 0,397 0,465
SRN + PDGF + ATRA 0,173 0,208 0,241 0,234

Se estudié también la concentracién de PDGF 10 ngr/ml, como queda reflejado en la
figura 77.
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Figura 77. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular en medio complementado con SRN 0,5%

y PDGF 10 ngr/ml. (MTT)

En esta ocasion, el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (10 ngr/ml) soélo
induce una mayor proliferacién celular a partir de las 48 horas de su exposicion ("Newman-
Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05).
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La adicion de ATRA 5 uM al medio induce nuevamente una inhibicion de la
proliferacion desde las primeras 24 horas de crecimiento ("Newman-Keuls Multiple Comparison

Test"; p<0,001). Los datos mencionados se exponen en la tabla 66.

Tabla 66. Absorbancia de los pocillos en funcion del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 uM, PDGF
10 ngr/ml) y tiempo.

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRN 0,173 0,273 0,336 0,385
SRN + PDGF 0,173 0,250 0,350 0,422
SRN + PDGF + ATRA 0,173 0,218 0,251 0,229

En altimo lugar, se utilizé el lector de placas xCELLigence para estudiar los efectos del

ATRA 5 uM y del Factor PDGF a la concentracion de 10ngr/ml (fig. 78).

Se puede observar como, durante toda la curva de proliferacién, los cultivos con el
Factor de Crecimiento en el medio proliferan a mayor velocidad de la que lo hace el control. Por
otra parte, los cultivos a los que se les habia afadido ATRA al medio, el crecimiento celular se

ve disminuido con respecto a los cultivos a los que no se les afadio ATRA.
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Figura 78. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular estimulada mediante PDGF 10 ngr/ml
(Control: SRN 0,5%).
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Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el Factor de Crecimiento

Fribroblastico Basico (FGFb)

El siguiente Factor de Crecimiento a estudio fue el FGFb. Para ello se utilizaron las
concentraciones de 2,5 ngr/ml, 5 ngr/ml y 10 ngr/ml que habian mostrado un mayor estimulo de

la proliferacion en las experiencias anteriores.

En primer lugar, se estudié el efecto del FGFb 2,5 ngr/ml con y sin ATRA 5 uM

mediante el uso del lector xCELLigence (fig. 79). El medio se complement6 con SRN al 0,5%.
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Figura 79. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular estimulada mediante FGFb 2,5 ngr/ml
(Control: SRN 0,5%).

Nuevamente, los cultivos estimulados con el Factor de Crecimiento proliferan a un ritmo
superior al control (SRN 0,5%) mientras que la adicion conjunta del Factor de Crecimiento y

ATRA reducen la proliferacién del cultivo con respecto al no tratado con ATRA.

A continuacion, se estudid el efecto producido por el Factor de Crecimiento
Fibroblastico Basico a la concentracién de 5 ngr/ml. En la figura 80 se muestra, mediante la
técnica de MTT, el efecto combinado del FGFb 5 ngr/ml y el ATRA 5 uM en medio

complementado con SRN 0,5%.
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Figura 80. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacion celular en medio complementado con SRN 0,5% y
FGFb 5 ngr/ml. (MTT).

El Factor de Crecimiento FGFb estimula la proliferacién de las células ACC-531 a lo
largo de toda la curva, si bien no muestra significacion estadistica a las 72 horas (A las 24 y 48
horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001 y p<0,01 respectivamente). Por
otra parte, la adicion del farmaco retinoico redujo la proliferacion celular llegando a valores
inferiores al control a las 72 horas (ANOVA de 1 via, p<0.0001) (Tabla 67).

Tabla 67. Absorbancia de los pocillos en funcién del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 uM, FGFb 5
ngr/ml) y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

SRN 0,117 0,134 0,140 0,212
SRN + FGFb 0,117 0,159 0,178 0,233
SRN + FGFb + ATRA 0,117 0,152 0,163 0,130

Estos resultados se corroboraron mediante el uso del lector xCELLigence como
muestra la figura 81.
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Figura 81. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular estimulada mediante FGFb 5 ngr/ml
(Control: SRN 0,5%).
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Se aprecia de manera notable el efecto esimulante del FGFb en los cultivos asi como la

inhibicién producida por el farmaco ATRA a lo largo de toda la curva de crecimiento celular.

En dltimo lugar se estudid la cocncentracion mas alta de FGFb: 10 ngr/ml (fig. 82).
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Figura 82. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular en medio complementado con SRN 0,5%

y FGFb 10 ngr/ml. (MTT)

En la figura 82 podemos observar el efecto producido por el FGFb 10 ngr/ml sobre la

proliferacion celular de ACC-531 al adicionarlo al medio. El Factor de Crecimiento produce la

estimulacién del cecimiento celular si bien sélo alcanza significacién a las 24 horas de su

exposicion ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05).

Sin embargo la adicion de ATRA al medio con FGFb produce una inhibicién del

crecimiento celular por debajo incluso del control SRN 0,5% (A las 72 horas, Newman-Keuls

Multiple Comparison Test; p<0,001) .

Tabla 68. Absorbancia de los pocillos en funcion del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 uM, FGFb

10 ngr/ml) y tiempo.

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRN 0,079 0,084 0,116 0,205
SRN + FGFb 0,079 0,096 0,117 0,224
SRN + FGFb + ATRA 0,079 0,079 0,102 0,153
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Efecto del ATRA sobre el estimulo proporcionado por el Factor de Crecimiento del
Endotelio Vascular (VEGF)

Finalmente, se experimentd con el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
(VEGF). Para este fin, se utlizd su Optima concentracion (7,5 ngr/ml) en un medio
complementado con SRN al 0,5% con y sin ATRA 5 uM (fig. 83).
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Figura 83. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacién celular en medio complementado con SRN 0,5%
y VEGF 7,5 ngr/ml. (MTT)

El Factor de Crecimiento VEGF estimula el crecimiento de las células ACC-531 desde
las primeras 24 horas de exposicidn, en comparacién a las células sin estimulo ("Newman-
Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001). Sin embargo, la adicion del ATRA a estos cultivos
produce una inhibicion de la proliferacion celular lo que conlleva a un aplanamiento de la curva
(A las 72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001) (tabla 69).

Tabla 69. Absorbancia de los pocillos en funcién del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 uM, VEGF
7,5 ngr/ml) y tiempo.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SRN 0,158 0,150 0,202 0,289
SRN + VEGF 0,158 0,203 0,242 0,346
SRN + VEGF + ATRA 0,158 0,173 0,179 0,192

Estos resultados se colaboraron mediante el lector xCELLigence como muestra la

figura 84.
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Figura 84. Efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacion celular estimulada mediante VEGF 7,5 ngr/ml
(Control: SRN 0,5%).

La lectura de los pocillos mediante el lector xCELLigence corrobora los resultados
obtenidaos anteriormente mediante la lectura por MTT. El factor produce un estimulo
proliferativo que se continda durante toda la curva mientras que la adicion al mismo de ATRA 5

uM inhibe la proliferacion, si bien no llega a los valores del control.
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1.3.2. Comportamiento del cultivo tras exposiciones repetidas al farmaco

Un problema habitual en los tratamientos antiproliferativos es la induccién de
resistencias. Por otra parte, al tratarse de un farmaco promotor de la diferenciacion celular,

cabe preguntarse si el efecto antiproliferativo inducido por dicha via es o no duradero.

Por este motivo, disefiamos una serie de experiencias para estudiar los efectos que se
manifestarian en las células tras exposiciones repetidas al ATRA.

Se contemplan dos series de experiencias. En la primera pre-tratamos a las células con
ATRA durante tres dias y a continuacién se realizaron los estudios habituales de proliferacion.

En la segunda aumentamos el periodo de pre-tratamiento a seis dias.

a) Curvas de crecimiento tras pre-tratamiento durante 3 dias

Primeramente, pre-tratamos durante tres dias las células en crecimiento en frascos T-
75 con diferentes dosis de ATRA: 0,005 uM, 10 uM y 15 uM. Todas ellas con SFB 10%, siendo

el control las células crecidas sin ATRA.

A los tres dias de pre-tratamiento, las células se levantaron y se sembraron en cuatro
placas de 96 pocillos y se dejaron 24 horas con medio RPMI + SFB 10% en ausencia de ATRA.
Tras las 24 horas, a cada grupo de células pre-tratadas se les volvié a cambiar el medio por
uno con SRN 0,5% sin ATRA o con ATRA 0,005 uM, 10 uM o 15 uM.

En la figura 85 se observa el resultado de cultivar las células con SRN 0,5% tras haber

sido pre-cultivadas en medios con distintas concentraciones de ATRA.
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Figura 85. Crecimiento en SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de ATRA.
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Los valores de las Absorbancia de la figura 85 se muestran en la tabla 70.

Tabla 70. Crecimiento en SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos con ATRA 0,005 pM, 10
uM o 15 uM. Control: SFB 10%.

ABSORBANCIA

0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SFB (10%) 0,062 0,265 0,399 0,550
ATRA 0,005 pM 0,078 0,253 0,374 0,519
ATRA 10 pM 0,112 0,192 0,338 0,478
ATRA 15 pM 0,098 0,145 0,299 0,431

Se observé como las células de adenocarcinoma de colon pre-tratadas con las
concentraciones de ATRA sufrieron un retardo en su proliferaciéon con respecto a las no pre-
tratadas tras las primeras 24 horas (fig. 86 y 87) (ANOVA p<0.0001).
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Figura 86. Crecimiento en SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de ATRA a las 24 horas.

La concentracion de ATRA 0,005 uM no mostré diferencias significativas con respecto
al control (p > 0.05, Newman-Keuls Multiple Comparison Test) mientras que el resto de las

concentraciones de ATRA disminuyeron la proliferacion con respecto al control (p < 0.001).
En la figura 87 se representan los indices de Proliferacion de los cultivos a las 24 horas

de crecimiento.

I.P. = Abs. alas n horas / Abs. a las n-24 horas
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Indice Proliferacion

e

Figura 87. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos con

ATRA a las 24 horas.

La ANOVA de 1 via no muestra diferencias significativas entre el I.P. del control y del
cultivo pre-tratado con ATRA 0.005 uM (p>0.05) pero si entre el cultivo control y los pre-
tratados con ATRA 10 uM y 15 pM (p < 0.001). Los indices de Proliferacion de la figura 87 se

detallan en la tabla 71.

Tabla 71. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras
diversos pre-tratamientos de ATRA a las 24 horas.

indice de Prolifaracion D.S.
SFB (10%) 4,103 1,468
ATRA 0,005 pM 3,120 0,949
ATRA 10 uM 1,628 0,518
ATRA 15 pM 1,419 0,401

Sin embargo, a las 48 horas las células de adenocarcinoma de colon pre-tratadas con

las concentraciones de ATRA mostraron un incremento en su proliferacion superior al control

(fig. 88).
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Figura 88. indice de Proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de

ATRA a las 48 horas.

La ANOVA de una via no muestra diferencias significativas entre el control y el cultivo

con ATRA 0,005 pM (Newman-Keuls Multiple Comparison Test; p > 0.05) pero si entre el
control y los cultivos con ATRA 10 pM y 15 pM (Newman-Keuls Multiple Comparison Test; p <

0.05y p < 0.001 respectivamente).

Tabla 72. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras
diversos pre-tratamientos de ATRA a las 48 horas.

indice de Prolifaracion D.S.
SFB (10%) 1,517 0,126
ATRA 0,005 uM 1,489 0,138
ATRA 10 uM 1,771 0,173
ATRA 15 pM 2,073 0,262

Tal y como se muestra en la figura 89, a las 72 horas las células de adenocarcinoma de

colon pre-tratadas con las concentraciones de ATRA mostraron una proliferacion similar al

control (ANOVA, p = 0,5879).
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Figura 89. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de

ATRA a las 72 horas.

Ninguno de los cultivos de ACC-531 pre-cultivados con ATRA mostré diferencias

significativas en su indice de Proliferacion con respecto al cultivo control ("Newman-Keuls

Multiple Comparison Test"; p>0,05). Los valores de los indices de Proliferaciéon a las 72 horas

se muestran en la tabla 73.

Tabla 73. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras
diversos pre-tratamientos de ATRA a las 72 horas.

indice de Prolifaracion D.S.
SFB (10%) 1,393 0,059
ATRA 0,005 pM 1,379 0,044
ATRA 10 uM 1,422 0,045
ATRA 15 pM 1,429 0,097

El tratamiento en placa de los cultivos con ATRA 0,005 uM no produjo un cambio

significativo con respecto a lo visto anteriormente con el cultivo sin ATRA (fig. 90).
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Figura 90. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 0,005uM tras diversos pre-tratamientos de ATRA.

En la tabla 74 se muestran los valores de las Absorbancia de la figura 90.

Tabla 74. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 0,005 uM tras diversos pre-
tratamientos de ATRA.

ABSORBANCIA
0 HORAS |24 HORAS |48 HORAS | 72 HORAS
SFB (10%) 0,062 0,226 0,342 0,493
ATRA 0,005 puM 0,078 0,211 0,339 0,474
ATRA 10 pM 0,112 0,170 0,271 0,408
ATRA 15 pM 0,098 0,125 0,231 0,390

Sin embargo, la adicién a los cultivos celulares de ATRA 10 uM al medio produce una
disminucién de la velocidad de proliferacion de las células ACC-531 llegando incluso a mermar
los cultivos a las 72 horas (fig. 91), si bien con las células pre-tratadas con ATRA 10 uM y 15

UM la caida es mas pronunciada.
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Figura 91. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 uM tras diversos pre-tratamientos de ATRA.
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En la tabla 76 se muestran los valores de las Absorbancia correspondientes a la figura
91. Los valores decrecen a las 72 horas manteniéndose por encima del control los cultivos con
ATRA 0,005 uM mientras que los tratados con ATRA 10 uM y 15 uM quedan por debajo
(p<0,001).

Tabla 75. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 uM tras diversos pre-tratamientos de ATRA.

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SFB (10%) 0,062 0,185 0,267 0,186
ATRA 0,005 uM 0,078 0,183 0,277 0,213
ATRA 10 pM 0,112 0,139 0,203 0,136
ATRA 15 pM 0,098 0,100 0,152 0,098

En dltimo lugar, en la figura 92 se muestra el efecto de cultivar las células control y pre-

tratadas con medio al que se le aflade ATRA 15 uM.
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Figura 92. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15 uM tras diversos pre-tratamientos de ATRA.

La inhibicién del crecimiento resulta total llegando incluso a ser nocivo para las células
pre-tratadas con ATRA 15 pM (tabla 76).

Tabla 76. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15 uM tras diversos pre-tratamientos de ATRA.

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
SFB (10%) 0,062 0,101 0,151 0,057
ATRA 0,005 pM 0,078 0,106 0,158 0,045
ATRA 10 pM 0,112 0,062 0,109 0,054
ATRA 15 uM 0,098 0,044 0,083 -0,001
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b) Curvas de crecimiento tras pre-tratamiento durante 6 dias

Se decidié aumentar el tiempo de exposicion al ATRA de las células en frasco hasta el

sexto dia. Las concentraciones del farmaco utilizadas fueron 0,05, 10 y 15 uM. Los resultados

de su posterior crecimiento en medio complementado con SRN 0,5% (sin ATRA) se muestran

en la figura 93.

Abs.

4
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72

ATRA 10uM
—— ATRA 15uM
—— SFB (10%)
—— ATRA 0,05uM

Figura 93. Crecimiento en SRN 0,5% tras pre-tratamientos de ATRA 0,05 uM, 10 uM y 15 pM.

Tabla 77. Crecimiento en SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 dias.

ABSORBANCIA

O0HORAS | 24HORAS | 48HORAS | 72HORAS
SFB (10%) 0,205 0,329 0,456 0,621
ATRA 0,05 pM 0,140 0,283 0,369 0,574
ATRA 10 pM 0,181 0,322 0,474 0,717
ATRA 15 pM 0,124 0,288 0,383 0,662

Tras las 24 primeras horas, no observamos el efecto visto anteriormente (con pre-

tratamiento de 3 dias). Al aumentar el tiempo de pre-tratamiento con ATRA de 3 a 6 dias, la

proliferacion celular es similar entre el control y los pre-tratados con ATRA. (fig. 94).
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Figura 94. Crecimiento en SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de ATRA a las 24 horas.

Como se observa en la figura 94, no hay diferencias significativas entre los cultivos

durante las primeras 24 horas de crecimiento en placa (ANOVA, p=0,1287).

A las 48 horas de crecimiento continan sin producirse diferencias entre los distintos

cultivos celulares. Atendiendo al indice de Proliferacion, como se muestra en la figura 95, la

ANOVA de 1 via da un valor de p=0,4223 (Tabla 78).
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Figura 95. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de

ATRA a las 48 horas.
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Tabla 78. indice de proliferacién celular en medio con SRN 0,5% tras
diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 dias a las 48 horas.

indice de Prolifaracion D.S.
SFB (10%) 1,398 0,208
ATRA 0,05 uM 1,317 0,173
ATRA 10 uM 1,493 0,195
ATRA 15 uM 1,345 0,189

Es a partir de las 72 horas de crecimiento en placa cuando se observan diferencias

entre los distintos cultivos celulares. Como se puede apreciar en la figura 96 se produce

nuevamente un aumento del indice de Proliferacion de las células pre-tratadas con respecto al

control si bien, no alcanza significacién estadistica (ANOVA, p=0,0883).
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Figura 96. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de

ATRA a las 72 horas.

Tabla 79. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% tras
diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 dias a las 72 horas.

indice de Prolifaracion D.S.
SFB (10%) 1,403 0,204
ATRA 0,05 pM 1,559 0,179
ATRA 10 uM 1,480 0,043
ATRA 15 pM 1,718 0,253
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La adicion al medio de los cultivos de ATRA 0,05uM no produjo un cambio significativo

en el comportamiento de las células como queda reflejado en la figura 97 (tabla 80).
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Figura 97. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 0,05uM tras pre-tratamientos de ATRA.

Tabla 80. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 0,005uM tras diversos pre-
tratamientos de ATRA durante 6 dias.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS|48 HORAS|72 HORAS
SFB (10%) 0,205 0,309 0,390 0,622
ATRA 0,05 pM 0,140 0,263 0,327 0,603
ATRA 10 pM 0,181 0,300 0,419 0,743
ATRA 15 uM 0,124 0,253 0,368 0,677

No obstante, como queda reflejado en la figura 98, al centrarnos en el indice de

Proliferacion a las 72 horas se observa un mayor crecimiento de las células tratadas con ATRA
con respecto al control SFB 10% (ANOVA de 1 via; p=0,0114).

indice Proliferacion.

2.0+

Figura 98. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% + ATRA 0,05 uM tras diversos pre-

tratamientos de ATRA a las 72 horas.
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Los valores de las Absorbancia de la figura 98 se muestran en la tabla 81.

Tabla 81. indice de proliferacion celular en medio con SRN 0,5% + ATRA 0,05
M tras diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 dias a las 72 horas.

indice de Prolifaracion D.S.
SFB (10%) 1,606 0,206
ATRA 0,05 pM 1,883 0,073
ATRA 10 pM 1,742 0,054
ATRA 15 pM 1,810 0,058

Aumentando la concentracion del farmaco ATRA a 10uM, se observa como las curvas

de crecimiento celular se aplanan llegando incluso a caer a las 72 horas (fig. 99; tabla 83), sin

diferencias significativas entre ellas ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05).
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Figura 99. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 uM tras pre-tratamientos de ATRA 0,05 uM, 10 uM y

15 uM.

Tabla 82. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 uM tras diversos pre-tratamientos
de ATRA durante 6 dias.

ABSORBANCIA

0 HORAS 24 HORAS|48 HORAS| 72 HORAS
SFB (10%) 0,205 0,241 0,306 0,160
ATRA 0,05 uM 0,140 0,205 0,246 0,110
ATRA 10 pM 0,181 0,218 0,303 0,150
ATRA 15 pM 0,124 0,207 0,276 0,112
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Finalmente, se incrementd la concentraciéon de ATRA hasta 15 uM. (fig. 100). Se
observa como la concentracion de ATRA 15 uM resulta nociva de manera drastica para las

células ACC-531, independientemente del pre-tratamiento que hayan llevado (tabla 83).
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Figura 100. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15uM tras pre-tratamientos de ATRA 0,05uM,

10pM y 15uM.

Tabla 83. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15 uM tras diversos pre-tratamientos
de ATRA durante 6 dias.

ABSORBANCIA

0 HORAS [24 HORAS|48 HORAS|72 HORAS
SFB (10%) 0,205 0,111 0,040 0,042
ATRA 0,05 pM 0,140 0,102 0,016 0,002
ATRA 10 pM 0,181 0,118 0,079 0,043
ATRA 15 pM 0,124 0,108 0,033 0,000
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1.4. Efecto del 5-FU sobre cultivos de ACC-531

Como hemos sefialado previamente, en este aparatdo se presentan sucesivamente los

ensayos sobre el comportamiento de nuestra linea celular ante la presencia de 5-FU en dosis

terapéuticas dentro del cultivo en diferentes situaciones:

e Cultivos estandar: al medio de cultivo se le afiade un porcentaje de suero que

aporta moléculas imprescindibles para el desarrollo de las células. Se

distinguen dos situaciones:

o Suero bobino-fetal: es el estandar para cultivos celulares (SBF)

o Suero obtenido de ratas no tratadas (SRN)

e Cultivos estimulados

o Suero obtenido de ratas sometidas a hepatectomia del 40 % (SRH)

o Factores de Crecimiento

1.4.1. Efecto del 5-FU sobre cultivos suplementados con SFB

En un primer paso, se buscé la concentracion de 5-FU a la que se reduce la

proliferacion celular del control a la mitad. Para ello, se ensayaron las concentraciones de 5-FU

de 0,5, 5y 50 pgr/ml en medio complementado con SFB 20% (recomendado por la casa

comercial) y medido mediante hemocitémetro. Los resultados se muestran en la figura 101.
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Figura 101. Efecto del 5-FU 0,5, 5y 50 pgr/ml en cultivos complementados con SFB 20% (cuantificado

con hemocitémetro).

A las 24 horas, los cultivos con 0,5 pgr/ml, no muestran diferencias significativas con

respecto al control; no obstante, a las 48 horas y 72 horas el 5-FU frena la proliferacion celular

guedando ésta reducida al 27,52% de la del control (tabla 85).
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Por su parte, las concentraciones de 5 pgr/ml y 50 pgr/ml llegan a aplanar casi por
completo las curvas proliferativas de los cultivos (72 horas, “Newman-Keuls Multiple
Comparison Test" ; p<0,001).

Tabla 84. Numero de células por ml en funcion de la concentracion de 5-FU en el
medio de cultivo, en cultivos complementados con SFB 20%.

TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
Control 23.611 44.444 82.222 184.074
5-FU 0,5 pgr/ml 23.611 23.889 28.704 67.778
5-FU 5 pgr/ml 23.611 10.370 28.148 30.000
5-FU 50 pgr/ml 23.611 13.704 13.889 19.815

A la vista de estos resultados, se optd por repetir la experiencia pero con
concentraciones menores de 5-FU: 0,25, 0,5y 1 pgr/ml (fig. 102).
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Figura 102. Efecto de bajas concentraciones de (5-FU 0,25, 0,5 y 1 pgr/ml) en cultivos suplementados
con SFB 20% (cuantificado mediante hemocitometro).

De manera similar a como ocurrié en la experiencia anterior, la proliferacion celular se
haya disminuida a lo largo de toda la curva con las tres concentraciones de 5-FU estudiadas
(ANOVA a las 72 horas P<0.0001).

Tal y como puede apreciarse en la figura 102, el efecto antiproliferativo del 5-FU en
nuestros cultivos ha resultado ser dosis-dependiente.
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Con la menor de las concentraciones estudiadas se logra reducir en mas de un 50%
(67,95%) el recuento celular al final de la experiencia (72 horas), pero sin que se anule por
completo la proliferacién celular.

En cambio, con las otras dos concentraciones ensayadas se obtienen graficas casi

planas, bloqueando de manera casi absoluta la division celular en nuestros cultivos (tabla 85).

Tabla 85. Numero de células por ml en funcién de la concentracion de 5-FU en el
medio de cultivo, en cultivos suplementados con SFB 20%.

TIEMPO (Horas)
0 24 48 72
Control 22.292 52.222 156.481 294.815
5-FU 0,25 pgr/ml 22.292 24.074 76.481 109.630
5-FU 0,5 pgr/ml 22.292 13.333 32.778 61.111
5-FU 1 pgr/ml 22.292 7.407 16.667 37.963

1.4.2. Efecto del 5-FU sobre cultivos suplementados con SRN

En un siguiente paso, se estudio el efecto del 5-FU sobre cultivos enriquecidos con
suero de rata normal.

Se utilizaron las concentraciones de SRN 2,5% y 0,5% ya que fueron las dos
concentraciones en las que, sin llegar a saturar los pocillos, las células mostraron mayor
proliferacion con SRH que con SRN. Por otra parte, la concentracién de SRN 0,5% es la
empleada con los Factores de Crecimiento. Mediante la adicion del 5-FU se pretende anular la
estimulacién de la proliferacién celular en cultivos enriquecidos con SRH o con los Factores de
Crecimiento, por lo que, previamente, se estudiaran los efectos de su adicion a las células sin
estimulos proliferativos.

De manera similar a lo realizado en el apartado anterior, se he estudiado el
comportamiento de nuestra linea celular ante diversas concentraciones de 5-FU (0,3, 0,4y 0,5
pgr/ml) en el cultivo enriquecido con SRN 2,5%. El recuento celular a las 0 horas, 24 horas, 48

horas y 72 horas se realiz6 mediante la técnica de MTT (fig. 103).
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Figura 103. Efecto de concentraciones bajas de 5-FU (0,3, 0,4 y 0,5 ugr/ml) en cultivos suplementados
con SRN 2,5% (cuantificado mediante MTT).

En esta ocasion, al sustituir el SFB de los cultivos por SRN el 5-FU parece mostrar una

menor capacidad de inhibicion de la proliferacion celular.

No se observan grandes diferencias entre los cultivos hasta las 72 horas de
proliferacion en las que se da un efecto dosis-dependiente del 5-FU, siendo la dosis mas alta

de 5-FU la que mayor inhibicién de la proliferacién celular produce (Tabla 86).

Tabla 86. Efecto de concentraciones bajas de 5-FU en cultivos complementados
con SRN 2,5%.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,109 0,249 0,296 0,473
5-FU 0,2 0,109 0,242 0,336 0,489
5-FU 0,3 0,109 0,224 0,326 0,418
5-FU 0,4 0,109 0,238 0,277 0,422
5-FU 0,5 0,109 0,245 0,266 0,351

Una vez visto el efecto del 5-FU sobre cultivos estimulados con 2,5% de SRN,
pasamos a estudiar el efecto del 5-FU sobre las células cultivadas con tan sélo 0,5% de SRN

ya que fue nuestro control en los cultivos con Factores de Crecimiento.

En la figura 104 se muestra el reultado de la adicion al medio celular de 5-FU 0,3, 0,4 y

0,5 pgr/ml midiendo la proliferacion mediante la técnica de MTT.

134



Ifiaki Diaz Sanz Resultados

0.7+

0.6 — Control

0.54 — 5-FU 0,3ugr/ml
g 0.4+ 5-FU 0,4ugr/ml
< (.34 — 5-FU 0,5ugr/ml

0.2+

0.14

0.0 T T T

0 72

horas

Figura 104. Efecto de concentraciones bajas de 5-FU (0,3, 0,4 y 0,5 ugr/ml) en cultivos suplementados
con SRN 2,5% (cuantificado mediante MTT).

Como se deduce de la figura 27, las tres concentraciones de 5-FU producen un efecto
inhibitorio de la proliferacion de las células ACC-531 a las 48 y a las 72 horas, que resulta ser
dosis-dependiente (ANOVA de 1 via, p<0,0001).

La concentracion mas baja de 5-FU alcanza valores superioires al control a las 24
horas ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,01) mientras que a las 48horas y 72

horas la proliferacion celular se inhibe.

Las dos cocentraciones més altas de 5-FU no muestran diferencias significativas a las
24 horas con respecto al cultivo control (p>0,05) mientras que a las 48 horas y 72 horas se
produce una clara inhibicién (“Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001). En la tabla

87 se detallan los valores de las Absorbancia de la figura 104.

Tabla 87. Efecto del 5-FU en cultivos suplementados con SRN 0,5%.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,0605 0,260 0,445 0,611
5-FU 0,3 0,0605 0,327 0,374 0,487
5-FU 0,4 0,0605 0,261 0,334 0,404
5-FU 0,5 0,0605 0,257 0,304 0,358

Para corroborar los datos obtenidos, se optdé por repetir la experiencia anterior con las
dos dosis mas altas de 5-FU (0,4 y 0,5 ugr/ml) y SRN al 0,5%. Los medidas de proliferacion
celular se realizaron mediante la técnica de MTT, y los valores obtenidos se representan en la
figura 105.
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Figura 105. Efecto del 5-FU 0,4 y 0,5ugr/ml en cultivos suplementados con SRN 0,5% (cuantificacion
realizada mediante MTT).

Se vuelve a observar el efecto inhibidor de la proliferacién celular del farmaco a partir

de las 24 horas de su exposicion.

Tras las primeras 24 horas, los cultivos con el quimioterapico 0,4 ugr/mly 0,5 pgr/ml
proliferan en menor medida que el control llegando a valores inferiores a este (a las 48 horas:
p<0,05y a las 72 horas: p<0,01 y p<0,001 respectivamente). Los valores de las Absorbancia se
muestran en la tabla 88.

Tabla 88. Efecto del 5-FU en cultivos sumplementados con SRN 0,5%.

ABSORBANCIA
0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Control 0,096 0,125 0,178 0,284
5-FU 0,4 0,096 0,148 0,157 0,240
5-FU 0,5 0,096 0,170 0,150 0,211

Por otra parte, en las figuras obtenidas anteriormente, a las 24 horas parece darse un
efecto estimulante por parte de las dosis mas bajas de 5-FU que se contrapone con lo
esperado. Con el fin de esclarecerlo, se realiz6 una experiencia por triplicado en la que se
utilizé la concentracion de 5-FU 0,4 ugr/ml y SRN al 0,5%. La medida se realiz6 mediante la
técnica de MTT (fig. 106).
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Figura 106. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos complementados con SRN 0,5% (cuantificado mediante
MTT).

Salvo en la tercera figura, no se repite el efecto del 5-FU mencionado sobre las células

ACC.531; si bien, tampoco produce una disminucién de la proliferacion celular.

A las 72 horas, todos los cultivos se ven afectados por el 5-FU, obserbandose una
disminucién de la proliferacién con respecto a los cultivos controles (72 horas, 5-FU vs. Control;
"Unpaired t test" p< 0,01).

Dado que el resultado final de las experiencias es la inhibicién de la proliferacion celular

por parte del 5-FU, no se tomaréa en cuenta el efecto del farmaco en las primeras 24 horas.

1.4.3. Efecto del 5-FU sobre cultivos complementados con SRH

A continuacion se estudio el efecto que tendria el 5-FU sustituyendo el SRN por el
SRH. El objetivo es comprobar si el efecto inhibidor de la proliferacion de las células ACC-531

por parte del 5-FU se repite al estimular las células con SRH.
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En la figura 107 se observa el efecto de la adicién al medio de cultivo de 5-FU 0,2, 0,3,
0,4 y 0,5 pgr/ml, complementado con SRH al 2,5% (medicion realizada mediante la técnica de
MTT).
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Figura 107. Efecto del 5-FU (0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 pgr/ml) en cultivos suplementados con SRH 2,5%
(cuantificacion realizada mediante MTT).

Desde las primeras 24 horas de exposicién al farmaco 5-FU, las células muestran una
reduccion de la proliferacién con respecto al cultivo control que se mantiene durante toda la
curva proliferativa (24 horas, ANOVA de 1 via p=0,0346).

Por otra parte, observando los cultivos a las 72 horas, se deduce que el efecto del 5-FU

es dosis-dependiente, siendo la concentracién mas alta la que mayor inhibicién del crecimiento

celular produce. Los valores de las Absorbancia obtenidos se muestran en la tabla 89.

Tabla 89. Efecto del 5-FU en cultivos complementados con SRH 2,5%.

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control 0,109 0,264 0,287 0,510
5-FU 0,2 pgr/ml 0,109 0,222 0,304 0,467
5-FU 0,3 pgr/ml 0,109 0,206 0,282 0,360
5-FU 0,4 pgr/ml 0,109 0,231 0,252 0,366
5-FU 0,5 pgr/ml 0,109 0,229 0,237 0,304

Dado que 0,4 ugr/ml en esta experiencia parecié resultar la concentracion 6ptima,

repetimos la experiencia cuantificando los recuentos con el NucleoCounter (fig. 108).
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Figura 108. Efecto del 5-FU (0,4 pgr/ml) en cultivos suplementados con SRH 2,5% (cuantificacion
realizada mediante Nucleocounter).

Resulta evidente el efecto inhibidor de la proliferacién celular del 5-FU sobre los

cultivos de ACC-531 desde las primeras 24 horas de su exposicion (tabla 90).

Tabla 90. Efecto del 5-FU sobre la proliferacion celular en cultivos suplementados con

SRH 2,5%.
Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
SRH 2,5% 18.225 58.725 126.000 342.375
SRH 2,5% + 5-FU 0,4ugr/ml 18.225 37.800 99.000 248.325

Idéntico resultado se obtuvo cuando la medicion se realizé con el lector de placas en

tiempo real xCELLigence (fig. 109)

| SRH
|| SRH+5-FU

Cell Index
P

=

&

72
Tiempo (horas)
Figura 109. Efecto del 5-FU (0,4 pgr/ml) en cultivos suplementados con SRH 2,5% (valorado mediante el
lector xCELLigence).

Nuevamente, los cultivos celulares sometidos al efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml ven

reducida su proliferacion celular con respecto al control.
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Una vez visto el efecto del 5-FU en cultivos estimulados con la dosis alta de SRH
(2,5%), pasamos a estudiar los efectos en cultivos suplementados con 0,5%, ya que es la
concentraciéon de suero control en los posteriores estudios con Factores de Crecimiento. En la
figura 110 se representa el resultado de la adicion de 5-FU 0,3, 0,4 y 0,5 ugr/ml al medio de

cultivo suplementado con SRH 0,5%, medido mediante la técnica de MTT.
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Figura 110. Efecto del 5-FU en cultivos suplementados con SRH 0,5% (cuantificado mediante MTT).

A las 24 horas de su adicion al medio, la concentracién de 0,3 pgr/ml no produce efecto
significativo sobre la proliferacién de las células en comparacion a los controles ("Newman-
Keuls Multiple Comparison Test"; p>0,05). Sin embargo, tanto a las 48 como a las 72 horas, el
efecto inhibidor del crecimiento celular se hace notable ("Newman-Keuls Multiple Comparison
Test", p<0,001).

Por su parte, la concentracion de 5-FU mas alta produce una inhibicién celular
significativa desde las primeras 24 horas, efecto que se mantiene a lo largo de toda la curva

("Newman-Keuls Multiple Comparison Test", p<0,001).

Finalmente, la concentracion 0,4 gr/ml provoca un efecto intermedio en las células. En

la tabla 91 se detallan los valores de las Absorbancia de la figura 110.

Tabla 91. Efecto del 5-FU en cultivos sumplementados con SRH 0,5% .

ABSORBANCIA
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control 0,061 0,277 0,428 0,552
5-FU 0,3 pgr/ml 0,061 0,290 0,329 0,456
5-FU 0,4 pgr/ml 0,061 0,236 0,304 0,380
5-FU 0,5 pgr/ml 0,061 0,215 0,274 0,350
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1.4.4 Efecto del 5-FU sobre el HGF

El primer Factor de Crecimiento en ser estudiado fue el Facor de Crecimiento
Hepatocitario (HGF). Para ello se realizaron tres experiencias en las que se compararon
cultivos enriquecidos con HGF 7,5ngr/ml con o sin 5-FU 0,4ugr/ml. A modo de referencia se
incluy6 en todas las experiencias un control (cultivos con SRN 0,5%). La cuantificacién de la

proliferacion celular se realiz6 mediante la técnica de MTT (fig. 111).
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Figura 111. Efecto del 5-FU 0,4ugr/ml en cultivos estimulados con HGF 7,5 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

En todos los casos, el efecto antiproliferativo del 5-FU ha sido evidente y significativo
incluso tras sélo 48 horas. De hecho, el 5-FU no sélo ha anulado por completo el estimulo del
Factor de Crecimiento, sino que el recuento final queda claramente por debajo de los cultivos

controles ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; 72 horas, p<0,001).
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Como en otras experiencias, para corroborar los hallazgos, se realiz6 una nueva

experiencia utilizando para su medicién el lector NucleoCounter (fig. 112).
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Figura 112. Efecto del 5-FU en cultivos estimulados con HGF 7,5 ngr/ml y suplementados con SRN 0,5%

(cuantificado mediante NucleoCounter).

Ambas concentraciones de 5-FU reducen drasticamente la proliferaciéon de las células

ACC-531 llegando incluso a valores de recuento muy por debajo de los cultivos control (SRN

0,5% sin HGF). Los recuentos de las células se muestran en la tabla 92.

Tabla 92. Efecto del 5-FU sobre la estimulacién del cultivo con HGF (absorbancia).

Tiempo (Horas)

0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 18.225 56.700 117.750 264.000
HGF 18.225 64.125 114.750 287.925
HGF + 5-FU 0,4pgr/ml 18.225 29.700 90.000 148.500
HGF + 5-FU 0,5pgr/ml 18.225 39.150 63.000 143.550

El efecto inhibitorio del 5-FU 0,4 pgr/ml sobre cultivos estimulados con HGF 7,5 ngr/ml

también quedo confirmado mediante el lector de placas xCELLigence, tal y como se muestra

en la figura 113.
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Figura 113. Efecto del 5-FU 0,4ugr/ml en cultivos estimulados con HGF 7,5 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante xCELLigence).

El HGF 7,5 ngr/ml es capaz de estimular la proliferacién celular desde las primeras
horas de su exposicién manteniendo dicho estimulo a lo largo de toda la curva. Por su parte, la

adicion del quimioterapico inhibe el efecto proliferativo del 5-FU.

A raiz de los resultados obtenidos con el HGF, se opté por utilizar de manera constante
la concentracion de 0,4 pgr/ml de 5-FU en las sucesivas experiencias con el resto de los

Factores de Crecimiento.

1.4.5. Efecto del 5-FU sobre el EGF

A continucion se estudio el efecto del 5-FU sobre células cultivadas con el Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGF). Dicho estudio se ha llevado a cabo con las concentraciones del
factor con las que mayor proliferacion mostraron los cultivos celulares. Como control se

incluyeron cultivos complementados con SRN 0,5%.

En la figura 114 se observa la proliferacion de las células ACC-531 al ser tratadas con

5-FU 0,4 pgr/ml y EGF 5 ngr/ml. La técnica empleada en su medicion fue MTT.
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Figura 114. Efecto del 5-FU 0,4 ugr/ml en cultivos estimulados con EGF 5 ngr/ml y suplementados con

SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

Las células cultivadas con EGF crecieron a un ritmo claramente superior al de los

controles desde las primeras 24 horas de su adicion al medio y a lo largo de toda la curva

("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001).

Al afiadirles 5-FU, éste frena el crecimiento de las células estimuladas con EGF desde

el inicio (24horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,01) hasta las Ultimas 48

horas (p<0,001). En la tabla 93 se detallan los valores de las Absorbancia de la figura 114.

Tabla 93. Efecto del 5-FU sobre cultivos estimulados con EGF (absorbancia).

Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,089 0,127 0,208 0,289
EGF 5 ngr/ml 0,089 0,197 0,270 0,366
EGF + 5-FU 0,4 pgr/ml 0,089 0,176 0,181 0,282

Para corroborar los resultados obtenidos, se repitid la experiencia utilizando para su

recuento el lector de placas xCELLigence (fig. 115).
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Figura 115. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con EGF 5 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante xCELLigence).

Mediante esta técnica también se observa el efecto estimulador de la proliferacion

celular del EGF, asi como su inhibicién por parte del 5-FU.

En otra experiencia, se estudid el efecto del 5-FU en cultivos estimulados mediante
EGF a la concentracion de 10 ngr/ml. Nuevamente, se incluyeron como controles cultivos
celulares complementados con SRN 0,5%, cuantificando la proliferacion de las células
mediante la técnica de MTT (fig. 116).
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Figura 116. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con EGF 10 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

Los cultivos a los que se les ha afadido el factor al medio ven estimulada su
proliferacion con respecto a los no tratados a lo largo de toda la curva. Por su parte, la adicion

al cultivo de 5-FU provoca un freno en su proliferacion.
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Desde las primeras 24 horas, el EGF 10 ngr/ml estimula el crecimiento celular
("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001), efecto que perdura a las 48 horas y 72

horas.

El cultivo celular con 5-FU 0,4 ugr/ml ve inhibida su proliferacién a partir de las
primeras 24 horas de crecimiento, llegando incluso a las 48 horas y 72 horas a valores
inferiores a los del control (72 horas; "Newman-Keuls Multiple Comparison Test", p<0,001). Los

valores de las Absorbancia se muestran en la tabla 94.

Tabla 94. Efecto del 5-Fu sobre cultivos estimulados con EGF 10 ng/ml (absorbancia).

Tiempo (Horas)

0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,079 0,167 0,188 0,277
EGF 10 ngr/ml 0,079 0,201 0,242 0,300
EGF + 5-FU 0,4 pgr/ml 0,079 0,192 0,152 0,200

Al igual que en ocasiones anteriores, los resultados obtenidos se corroboraron

utilizando para su medicion el lector de placas xCELLigence (fig. 117).
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Figura 117. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con EGF 10 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante xCELLigence).

El Factor de Crecimiento Epidérmico 10 ngr/ml es capaz de estimular el crecimiento de
las células ACC-531 a lo largo de toda la curva, mientras que la adicion de 5-FU reduce

levemente dicho estimulo.
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1.4.6. Efecto del 5-FU sobre el PDGF

Posteriormente, estudiamos el efecto del 5-FU sobre células cultivadas con distintas
concentraciones de PDGF. Se emplearon aquellas concentraciones de factor que mayor
estimulo proliferativo habian supuesto para los cultivos (5, 7,5 y 10 ngr/ml), en un medio

complementado con SRN 0,5% con y sin 5-FU 0,4 ugr/ml.

a) Ensayos con PDGF 5 ngr/ml
Se realizé por duplicado la experiencia con la concentracién de 5 ngr/ml de PDGF,

midiendo la proliferacion de las células mediante la técnica de MTT (fig. 118).
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s PDGF +5-FU  |0,173| 0,274 | 0,300 | 0,318

Figura 118. Efecto del 5-FU 0,4 ugr/ml en cultivos estimulados con PDGF 5 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

En ambas gréficas se comprueba claramente el efecto estimulante de la proliferacién
celular del Factor de Crecimiento asi como el efecto inhibitorio por parte del 5-FU en aquellas

células estimuladas con PDGF.

Los cultivos con PDGF en el medio no muestran diferencias significativas con respecto
al cultivo control hasta las 48 horas y 72 horas donde su proliferacion resulta mayor ("Newman-

Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05).
En los cultivos con 5-FU, la proliferacion celular se ve disminuida a partir de las 24

horas de su adicion al medio, siendo esta disminucién estadisticamente significativa ("Newman-

Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,01).
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b) Ensayos con PDGF 7,5 ngr/ml
En una nueva experiencia, se utilizé la concentracion de PDGF 7,5 ngr/ml y se observé

el efecto del 5-FU sobre el crecimiento de las células ACC-531.
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Figura 119. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con PDGF 7,5 ngr/ml y suplementados
con SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

Tanto el efecto proliferativo del factor PDGF como el inhibitorio del 5-FU resultan

patentes en las Ultimas 24 horas de la curva.

En esta ocasion, el 5-FU s6lo muestra actividad inhibitoria a partir de las 48 horas de su
exposicién con respecto al cultivo no tratado (72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison
Test" p<0,001). No obstante, el PDGF 7,5 ngr/ml no mostré una actividad estimulatoria hasta
las 72 horas, si bien, no alcanz6 significacion estadistica (p>0,05). Los valores de absorbancia
se muestran en la tabla 95.

Tabla 95. Efecto del 5-FU sobre el estimulo producido por PDGF en los cultivos
(absorbancia).

Tiempo (Horas)

0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,173 0,273 0,336 0,385
PDGF 7,5 ngr/ml 0,173 0,251 0,345 0,405
PDGF + 5-FU 0,4 pgr/ml 0,173 0,260 0,319 0,310

c) Ensayos con PDGF 10 ngr/ml
En dltimo lugar, se evalud el efecto sobre los cultivos de 5-FU aumentando la
concentracion de PDGF a 10 ngr/ml. Se afiadieron cultivos control en los que el medio

enriquecido con SRN 0,5% no contenia 5-FU ni Factor de Crecimiento (fig.120).
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Figura 120. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con PDGF 10 ngr/ml y suplementados
con SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

El efecto proliferativo del PDGF se observé en las Ultimas 24 horas de la curva

proliferativa, asi como la inhibicién celular inducida por el 5-FU.

Como se observa en la figura 120 el 5-FU muestra su efecto antiproliferativo a partir de
las 48 horas (PDGF vs. PDGF + 5FU; "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001).
Por otra parte, los cultivos celulares con PDGF en el medio sélo muestran una mayor
capacidad proliferativa que el control en las dltimas 24 horas ("Newman-Keuls Multiple
Comparison Test"; p<0,05). En la tabla 96 se detallan los valores de las Absorbancia.

Tabla 96. Efecto del 5-FU sobre los cultivos estimulados con PDGF (absorbancia).

Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS |48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,173 0,273 0,336 0,385
PDGF 10ngr/ml 0,173 0,250 0,350 0,422
PDGF + 5-FU 0,4ugr/ml 0,173 0,328 0,326 0,329

Nuevamente, se optd por repetir la experiencia y medir la proliferacion celular mediante

el lector NucleoCounter para corroborar los resultados obtenidos mediante la técnica de MTT

(fig. 121).
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Figura 121. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con PDGF 10 ngr/ml y suplementados

con SRN 0,5% (cuantificado mediante NucleoCounter).

En esta ocasion, el PDGF muestra su capacidad estimulante de la proliferacién celular
a partir de las primeras 24 horas de crecimiento. Por su parte, el 5-FU inhibe la proliferacion
celular desde el inicio de su exposicién al cultivo y mantiene su efecto durante toda la curva

(tabla 97).

Tabla 97. Efecto del 5-FU sobre cultivos estimulados con PDGF (células/ml).

Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS

9.000 47.250 98.550 243.000
261.000

Control (SRN 0,5%)

PDGF 10 ngr/ml
PDGF + 5-FU 0,4 pgr/ml 9.000

9.000 52.650 164.700
27.000 60.750 70.200

Se realizé una ultima experiencia con el factor PDGF (10 ngr/ml) para corroborar lo

obtenido, utilizando para tal fin el lector de placas xCELLigence tal y como queda reflejado en

la figura 122.
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Figura 122. Efecto del 5-FU 0,4 ugr/ml en cultivos estimulados con PDGF 10 ngr/ml y suplementados
con SRN 0,5% (cuantificado mediante xCELLigence).

El PDGF 10 ngr/ml estimula el cultivo a lo largo de toda la curva, reduciéndose el

estimulo proliferativo al adicionar el quimioterapico.

1.4.7. Efecto del 5-FU sobre el FGFb

El siguiente Factor de Crecimiento fue el FGFb. En este caso se utilizaron las
concentraciones de 2,5, 5y 10 ngr/ml, concentraciones a las que el FGFb proporcioné mayor
estimulo proliferativo al cultivo celular. Se afiadieron a la experiencia cultivos control en lo que

el medeio celular se enriquecia con SRN 0,5%.

a) Ensayos con FGFb 2,5 ngr/ml
En la figura 123 se muestra el efecto de la adicién al medio del factor FGFb (2,5 ngr/ml)
con y sin 5-FU (0,4 pgr/ml) en medio complementado con SRN 0,5%. La medida de la

proliferacion se realiz6 mediante la técnica del NucleoCounter.

151



Ifaki Diaz Sanz

Resultados

— FGFb
— Control

— FGFb + 5-FU

300000+

E 200000+
[}
©
o

Z 1000004

0

0

horas

72

Figura 123. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con FGFb 2,5 ngr/ml y suplementados
con SRN 0,5% (cuantificado mediante NucleoCounter).

El Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico muestra una estimulacion de la

proliferacion celular a partir de las primeras 24 horas de crecimiento que se mantiene a lo largo

de toda las curva. Por el contrario, el quimioterapico 5-FU inhibe la proliferacién de las células

desde el inicio de su adicién al medio (tabla 98).

Tabla 98. Efecto del 5-FU sobre los cultivos estimulados con FBFb (células/ml).

Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 9.000 47.250 98.550 243.000
FGFb 2,5 ngr/ml 9.000 44.550 145.800 277.200
FGFb + 5-FU 0,4 pgr/ml 9.000 21.600 82.350 70.200

Los resultados anteriores quedaron corroborados mediante el lector de placas

XCELLigence, tal y como se muestra en la figura 124.
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Figura 124. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con FGFb 2,5 ngr/ml y suplementados

con SRN 0,5% (cuantificado mediante xCELLigence).

A lo largo de toda la curva proliferativa, el Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico
estimula la proliferacién de las células del cultivo mientras que la adicion al medio de 5-FU

reduce el estimulo proporcionado por el Factor.

b) Ensayos con FGFb 5 ngr/ml

A continuacion se estudio el efecto del 5-FU sobre los cultivos estimulados con FGFb a
5 ngr/ml, como queda reflejado en la figura 125. Como control se tomaron cultivos con medio
libre de factor y 5-FU y suplementado con SRN 0,5%. La proliferaciéon celular se midié

mediante la técnica de MTT.
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Figura 125. Efecto del 5-FU 0,4 ugr/ml en cultivos estimulados con FGFb 5 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

El Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico estimula la proliferacion de las células
ACC-531 a lo largo de toda la curva ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; 72 horas:
p<0,05).
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Por su parte, la adicion del 5-FU al medio produce una inhibicién del crecimiento celular

que se hace presente a partir de las primeras 24 horas de proliferacién (48horas y 72 horas,

p<0,001). Los valores de las Absorbancia se muestran en la tabla 99.

Tabla 99. Efecto del 5-FU sobre cultivos estimulados con FGFb (valores de absorbancia).

Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS |48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,117 0,134 0,140 0,212
FGFb 5 ngr/ml 0,117 0,159 0,178 0,233
FGFb + 5-FU 0,4 pgr/ml 0,117 0,158 0,131 0,147

Nuevamente se optd por repetir la experiencia anterior, para corroborar los resultados

obtenidos, midiendo las proliferaciones celulares mediante el lector xCELLigence (fig. 126).
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Figura 126. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con FGFb 5 ngr/ml y suplementados con
SRN 0,5% (cuantificado mediante XCELLigence).

Se pudo comprobar el efecto estimulador del factor FGFb con la concentracién de 5

ngr/ml asi como la inhibicién de la proliferacion celular por parte del 5-FU.

c) Ensayos con FGFb 10 ngr/ml

En dltimo lugar, se estudid el efecto del 5-FU sobre las células estimuladas con una
concentracién alta de FGFb (10 ngr/ml). Para ello se emplearon cultivos celulares con y sin 5-
FU en medio enriquecido con SRN 0,5%. Los cultivos control fueron aquellos cuyos medios
carecian de factor y 5-FU. En la figura 127 se muestra el resultado de dicha experiencia

mediante la técnica de MTT.
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Figura 127. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con FGFb 10 ngr/ml y complementados
con SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT).

En esta ocasion, el 5-FU produjo una disminucién del crecimiento celular a partir de las
24 horas que se mantuvo hasta el final (72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test";
p<0,001). Por su parte, el FGFb produjo un estimulo proliferativo sobre las células con respecto
al cultivo control (72 horas; p<0,001). Los valores de las Absorbancia se detallan en la tabla
100.

Tabla 100. Efecto del 5-FU sobre cultivos estimulados con FGFb 10 ngr/ml (valores de
absorbancia).

Tiempo (Horas)

0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,079 0,084 0,116 0,205
FGFb 10 ngr/ml 0,079 0,096 0,117 0,224
FGFb + 5-FU 0,4pgr/ml 0,079 0,099 0,083 0,120

1.4.7. Efecto del 5-FU sobre el VEGF

El Gltimo Factor de Crecimiento con el que se estudié el efecto inhibitorio del 5-FU
sobre la proliferacion de los cultivos celulares fue el VEGF. Las concentraciones que se
emplearon fueron 7,5 ngr/ml y 10 ngr/ml, ya que fueron las que mostraron mayor estimulo
proliferativo sobre los cultivos. Se mantuvo como controles a los cultivos con medio enriquecido
con SRN 0,5% vy libre de 5-FU y Factor.

a) Ensayos con VEGF 7,5 ngr/ml
En la figura 128 se muestra la experiencia realizada por duplicado en la que se estudia

el efecto inhibidor del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con VEGF 7,5 ngr/ml. La medida

de la proliferacién se midié6 mediante la técnica de MTT.
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Figura 128. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con VEGF 7,5 ngr/ml y suplementados con SRN
0,5% (cuantificado mediante MTT).

Ambas esperiencias dieron resultados similares en los que el factor VEGF produjo una

estimulacién del crecimiento celular mientras que el 5-FU produjo el efecto contrario.

El Factor de Crecimiento VEGF mostr6é un efecto estimulador de la proliferacién de las
células ACC-531 desde las primeras 24 horas (p<0,001) y se mantuvo a las 48 horas (p<0,01 y
p<0,001) y 72 horas (p<0,001). La adicién de 5-Fluorouracilo al medio de cultivo no produjo
cambios significativos en la proliferacion celular con respecto al cultivo control durante las
primeras 24 horas. En cambio, a las 48 horas la proliferacién celular se vié inhibida, llegando a
valores proximos al control (sin VEGF). Es a las 72 horas donde el efecto inhibidor del 5-FU

resulta mas evidente, creciendo a un ritmo inferior al control.

Para corroborar los resultados obtenidos, se optd por repetir la misma experiencia pero
utilizando para su medicion el lector NucleoCounter y el lector de placas xCELLigence. El

resultado obtenido se muestra en las figuras 129 y 130.
En la figura 129 se muestra el efecto sobre las células de la adicién al medio de cultivo

celular enriquecido con SRN 0,5% vy el factor VEGF del quimioterapico 5-FU. El crecimiento

celular se cuantific6 mediante el lector NucleoCounter.
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Figura 129. Efecto del 5-FU 0,4 ugr/ml en cultivos estimulados con VEGF 7,5 ngr/ml y suplementados
con SRN 0,5% (cuantificado mediante NucleoCounter).

Tal y como se observa en la figura 130, la adicién del 5-FU al medio de cultivo produce
una inhibién de la proliferacién si bien, ésta resulta mas notable a las 72 horas. Por su parte, el
VEGF estimula la proliferacion de las células ACC-531 a lo largo de toda la curva (tabla 101).

Tabla 101. Efecto del 5-FU sobe cultivos estimulados con VEGF (células/ml).

Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS |48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 9.000 47.250 98.550 243.000
VEGF 7,5 ngr/ml 9.000 64.800 124.200 262.800
VEGF + 5-FU 0,4 pugr/ml 9.000 36.450 86.400 70.200

La misma experiencia medida mediante el lector de placas xCELLigence se muestra en

la figura 130.
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Figura 130. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con VEGF 7,5 ngr/ml y suplementados
con SRN 0,5% (cuantificado mediante xCELLigence).
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Como puede observarse, esta nueva experiencia corroboré los resultados obtenidos
mediante el NucleoCounter. El Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular es capaz de
estimular el crecimiento de las células ACC-531 mientras que la adicién al medio de cultivo del

guimioterapico 5-FU frena dicha proliferacion.

¢) Ensayos con VEGF 10 ngr/ml

A continuacion se estudid el efecto del 5-FU sobre los cultivos al aumentar la
concentracion de VEGF a 10 ngr/ml. Se mantuvo la concentracion de 5-FU a 0,4 pgr/ml asi
como la del SRN a 0,5%. El resultado obtenido medido mediante lector de placas y la técnica

de MTT se muestra en la figura 131.
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e, OH 24 H 48 H 72 H
0.20 et .
p _— ———31 — VEGF +5-FU Control 0,178 | 0,180 | 0,206 | 0,268
2 015 VEGF 0,178 | 0,193 | 0,220 | 0,271
0.10- VEGF + 5-FU 0,178 | 0,229 | 0,193 | 0,190
0.054
0.00 . . . VEGF vs VEGF + 5FU  -- p<0,001 p<0,01 p<0,001
0 8 72
horas

Figura 131. Efecto del 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos estimulados con VEGF 10 ngr/ml y suplementados con SRN
0,5% (cuantificado mediante MTT).

Como queda reflejado en la figura 131, ambas experiencias dieron resultados similares.
La concentracion de VEGF 10 ngr/ml estimula levemente la proliferacién celular a lo largo de

toda la curva, si bien la diferencia no alcanza significacion estadistica.

Por su parte, la adicion del 5-FU al medio celular induce una inhibicion de la

proliferacion de las células ACC-531 a las 48 horas y 72 horas (p<0,01).
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1.5. Efecto del ATRA sobre cultivos tratados con 5-FU

Finalmente, se disefiaron una serie de experiencias dirigidas a observar el efecto
producido por la adicion de ATRA en cultivos estimulados con los diversos Factores de

Crecimiento e inhibidos en su crecimiento por la adicion de 5-FU.

1.5.1. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con SRy tratados con
5-FU
En este apartado se ensayaron diferentes concentraciones de suero obtenido de rata

normal y de ratas parcialmente hepatectomizadas.

a) Ensayos con SRN

En un primer lugar, estudiamos el efecto sobre los cultivos celulares de la adicién
conjunta de ATRA y 5-FU al medio suplementado con SRN al 0,5%. En un principio, para
establecer el comportamiento de las células a la adicién de ambos fadrmacos, no se adicionaron
al medio los Factores de Crecimiento. Las concentraciones utilizadas de ATRA fueron 5y 10

uM y para el 5-FU 0,4 ugr/ml.

En la figura 132 se muestra el efecto sobre las células de la adicion al medio de cultivo
de ATRA (5uM) y 5-FU (0,4ugr/ml) por separado y combinado, en medio suplementado con
SRN 0,5%. La medida de la proliferacién se realiz6 mediante lector de placas y la técnica de
MTT.

0.25+
— Control
0.204 — 5-FU
. 0.154 ATRA
2 A
< 0.10- — ATRA + 5-FU
0.05+:
0.00: T T T
0 24 48 72

horas

Figura 132. Efecto del ATRA 5 uM y 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos suplementados con SRN 0,5%
(cuantificado mediante MTT).

A las 72 horas del inicio de la curva de proliferacion, es el cultivo control el que mayor
proliferacion muestra de los cuatro. Los cultivos celulares con 5-FU en el medio de cultivo son
los que mas proliferan después del control, si bien esto so6lo se aprecia al final de la curva (72

horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,01). A partir de las 48 horas, el ATRA
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inhibe la proliferacion del cultivo a valores mas bajos que los del cultivo con 5-FU (Control vs.
ATRA; p<0,001).

Como cabia esperar, la adicion al medio de cultivo de ATRA y 5-FU producen mayor
inhibicion del crecimiento celular que éstos individualmente (72 horas, Control vs. ATRA + 5-
FU; "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001). En la tabla 102 se recogen los

valores de absorbancia obtenidos.

Tabla 102. Efecto del ATRA 5 uM sobre cultivos normales e inhibidos con 5-FU (valores de
absorbancia).

Tiempo (Horas)

0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,046 0,077 0,133 0,227
5-FU (0,4 pgr/ml) 0,046 0,134 0,149 0,193
ATRA (5 uM) 0,046 0,087 0,131 0,162
ATRA + 5-FU 0,046 0,109 0,103 0,103

A continuacion se optd por aumentar la concentracion de ATRA a 10 uM, con el fin de
estudiar el efecto de la alta concentracion de éste sobre las células, manteniendo constantes la
concentracion de 5-FU 0,4 pugr/mly SRN 0,5% (fig. 133).

0.30+
0.254 — Control
0.20+ — 5-FU
»
Q 0.15-
<
0.104 ATRA
0.05+ — ATRA + 5-FU
0.00: T T T
0 72

horas

Figura 133. Efecto del ATRA 10 uM y 5-FU 0,4 pgr/ml en cultivos suplementados con SRN 0,5%
(cuantificado mediante MTT).

Al igual que sucedia en la experiencia anterior, los cultivos con ATRA proliferan mucho
menos con los controles o los tratados sélo con 5-FU. EI ATRA 10 uM, con o sin 5-FU, produce
el aplanamiento total de la curva proliferativa. En la tabla 103 se detallan los valores de

absorbancia obtenidos.
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Tabla 103. Efecto del ATRA 10 uM sobre cultivos normales e inhibidos con 5-FU (valores

de absorbancia).
Tiempo (Horas)
0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRN 0,5%) 0,046 0,077 0,133 0,227
5-FU (0,4 ugr/ml) 0,046 0,134 0,149 0,193
ATRA (10 puM) 0,046 0,076 0,072 0,077
ATRA + 5-FU 0,046 0,097 0,097 0,062

b) Ensayos con SRH

En un siguiente paso, se analiz6 el efecto de la adicion de ATRA sobre las células

ACC-531 en medios suplementados con SRH (con y sin 5-FU).

El Suero de Rata Hepatectomizado supone un estimulo proliferativo para las células

por lo que se ampli6 el rango de las concentraciones a utilizar de Suero, ATRA y 5-FU con el

fin de aproximar la combinacién de concentraciones de farmacos que reduzcan la proliferacién

del cultivo control a la mitad.

Primeramente, se estudio el efecto del ATRA y 5-FU en los cultivos enriquecidos con

SRH a la concentraciéon de 2,5%. En la figura 134 se muestran los resultados de afiadir ATRA

10 uM a cultivos con 5-FU 0,3, 0,4 y 0,5 pgr/ml. La proliferacion de las células se midio

mediante el lector de placas y la técnica de MTT.

a
ABSORBANCIA
] OH | 24H | 48H | 72H
0.304 Control 0,072 | 0,138 0,203 | 0,348
P gzz ATRA 0,072 | 0,113 | 0,180 | 0,352
S 5-FU 0,072 | 0,172 | 0,192 | 0,309
0.10- ATRA + 5-FU 0,072 | 0,108 | 0,130 | 0,268
0.054
0.00 T T T
0 24 horas 72
b
ABSORBANCIA
oa — Control OH | 24H | 48H | 72H
0.304 s Control 0,072 | 0,138 | 0,203 | 0,348
& 229 — ATRA+5FU | | ATRA 0,072 | 0,113 | 0,180 | 0,352
2 020 — 5FU
0.154 5-FU 0,072 | 0,114 | 0,103 | 0,179
0101 ATRA +5-FU 0,072 | 0,112 | 0,131 | 0,237

0.05+
0.00
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¢ ABSORBANCIA
- — Contol OH | 24H | 48H | 72H
0.304 — Control 0,072 | 0,138 | 0,203 | 0,348
4 gzz‘ — ATRA+5FU | [ ATRA 0,072 | 0,113 | 0,180 | 0,352
< oS 5-FU 0,072 | 0,126 | 0,130 | 0,219
0.104 ATRA + 5-FU 0,072 | 0,096 | 0,107 | 0,206

0.054

0.00 T T T

Figura 134. Efecto del ATRA 10 uM en cultivos complementados con SRH 2,5% y 5-FU 0,3 (a), 0,4 (b) y
0,5ugr/ml (c) (cuantificacido mediante MTT).

En las tres experiencias realizadas, el cultivo control (sin ATRA y sin 5-FU) es el que
muestra mayor proliferacion de los cuatro cultivos. Con valores muy préximos al de los

controles, proliferan los cultivos con el ATRA en el medio.

Por su parte, los cultivos con 5-FU 0,3 ugr/ml en el medio, proliferan en menor medida
que el control, si bien no alcanzan significacion estadistica a las 72 horas. Al aumentar la
concnetracién del 5-FU a 0,4 pgr/mly 0,5 pgr/ml, los cultivos celulares ven reducida claramente

su proliferacion (72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001).

Por dltimo, los cultivos con ATRA y 5-FU en el medio celular fueron los que mostraron
menor proliferacion de los cuatro cultivos a lo largo de toda la curva proliferativa. A las 72
horas, los cultivos con ATRA 10 uM + 5-FU 0,3 ugr/ml en el medio disminuyen su crecimiento
con respecto al control con una significacién estadisitica de p<0,01; mientras que los cultivos

con las concentraciones de 5-FU 0,4 y 0,5 ugr/ml alcanzan una significacion de p<0,001.

El siguiente paso consistid en evaluar el efecto del ATRA 5 uM sobre la proliferacion
celular en cultivos tratados con 5-FU 0,3, 0,4 y 0,5 pgr/ml. El medio se suplementé con SRH al

2,5%, y la proliferacion se midié mediante lector de elisa y la técnica de MTT (fig. 135).

a
ABSORBANCIA
i — Control OH | 24H | 48H | 72H
! ATRA
0.301 I _'sfu Control 0,072 | 0,138 | 0,203 | 0,348
i ol / — ATRA+SFU 1 ATRA 0,072 | 0,114 | 0,170 | 0,316
< o 5-FU 0,072 | 0,172 | 0,192 | 0,309
0101 ATRA+5-FU | 0,072 | 0,131 | 0,125 | 0,263

0.054

00
0. T T T
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b
ABSORBANCIA

hood — Control OH | 24H | 48H | 72H

B ATRA

0.304 Control 0,072 | 0,138 | 0,203 | 0,348
P zzj — ATRA + 5-FU ATRA 0,072 | 0,114 | 0,170 | 0,316
< — S 5-FU 0,072 | 0,114 | 0,103 | 0,179

010 ATRA + 5-FU 0,072 | 0,147 | 0,152 | 0,230

0.054

0.00 T T T

o horas 2
C
ABSORBANCIA

s — Control OH | 24H | 48H | 72H

0.30- AT Control 0,072 | 0,138 | 0,203 | 0,348
4 gzz — 5FU ATRA 0,072 | 0,114 | 0,170 | 0,316
< s — Rikk+&E80 | [5-FU 0,072 | 0,126 | 0,130 | 0,219

0104 ATRA + 5-FU 0,072 | 0,133 | 0,104 | 0,147

0.054

0.00 T T T

. horas 72

Figura 135. Efecto del ATRA 5uM sobre cultivos suplementados con SRH 2,5% vy tratados con 5-FU 0,3 (a),
0,4 (b) y 0,5 pgr/ml (c) (cuantificado mediante MTT).

Nuevamente el control fue el cultivo que més proliferé en los tres casos, seguido del

cultivo con ATRA 5 uM en el medio celular.

Los cultivos con 5-FU 0,3 pgr/ml en medio, redujeron la proliferacion celular, si bien no
alcanzaronn significacion estadistica a las 72 horas ("Newman-Keuls Multiple Comparison
Test"; p>0,05). Al aumentar la concentraciéon del quimioterdpico a 0,4 ugr/ml y 0,5 ugr/ml los
cultivos mostraron una mayor inhibicién de su proliferacion, alcanzando a las 72 horas una

significacion estadistica de p<0,001.

Por dltimo, los cultivos tratados con ATRA 5 uM + 5-FU (0,3, 0,4 y 0,5 ugr/ml)
proliferaron en menor medida que los cultivos control, y esta disminucién resulté proporcional a
la concentracion de 5-FU (72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05;

p<0,01 y p<0,001 respectivamente).

No obstante, se volvié a observar en la figura b el efecto paraddjico de resultar mas

crecido el cultivo con ATRA + 5-FU que el cultivo con 5-FU.

Para descartar posibles errores; se disefidé otra experiencia utilizando para la
cuantificacion de la proliferacion celular el nucleocounter. En la figura 136 se observa el efecto
de la adicion al medio de cultivo de los quimioterapicos ATRA 10 uM y 5-FU 0,4 ugr/ml en

medio suplementado con SRH 2,5%.
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Figura 136. Efecto del ATRA 10 uM sobre cultivos suplementados con SRH 2,5% y tratdos con 5-FU 0,4
pgr/ml (cuantificado mediante NucleoCounter).

El cultivo control prolifera claramente en mayor medida que los tratados con ATRA y/o
5-FU. El tratamiento con ATRA 5 uM produce una inhibion de la proliferacion, que se acentla
aln mas cuando se combina con 5-FU. Sin embargo, nuevamente, la inhibicién mas potente se
produce en los cultivos que reciben Gnicamente 5-FU. Los recuentos del NucleoCounter se

detallan en la tabla 104.

Tabla 104. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con SRH (2,5%) e inhibidos con 5-
FU (células por ml).

Tiempo (Horas)

0 HORAS | 24 HORAS | 48 HORAS | 72 HORAS
Control (SRH 2,5%) 9.000 48.600 132.300 383.400
5-FU (0,4 pgr/ml) 9.000 36.450 76.950 115.200
ATRA (10 uM) 9.000 41.850 82.350 235.800
ATRA + 5-FU 9.000 36.450 59.400 151.200

A continuacion se redujo la concentracion de SRH hasta un 0,5%, y se midi6 el efecto
del ATRA (5 uM) y 5-FU (0,4 ugr/ml) sobre dichos cultivos mediante el lector xCELLigence (fig.
137).
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Figura 137. Efecto del ATRA 5 uM sobre cultivos suplementados con SRH 0,5% y tratados con 5-FU
(0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante XxCELLigence).

Nuevamente se comprueba la capacidad inhibitoria de los dos agentes, tanto de
manera individual como conjunta. No obstante, no se vuelve a observar el efecto paradéjico. En

esta ocasion, la suma de ambos farmacos inhibe en mayor medida que cada uno por separado.

En los siguientes apartados se detalla el efecto del ATRA sobre las células estimuladas

con Factores de Crecimiento y tratadas o no con 5-FU.

1.5.2. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con HGF e inhibidos
con 5-FU

El HGF se ha utilizado a una concentracién de 7,5 ngr/ml, ya que fue ésta la que
proporcion6 mayor estimulo proliferativo a nuestros cultivos. El 5-FU se utilizé a la
concentraciéon de 0,4 y 0,5 ugr/ml, y el ATRA a 5y 10 uM puesto que los mejores resultados
fueron obtenidos con esas concentraciones en las experiencias anteriores con medios

suplementados con suero al 0,5%.

En la figura 138 se muestran los resultados de dos experiencias realizadas con ATRA 5
uM y 5-FU 0,4 nugr/ml, tanto en forma grafica como la absorbancia media registrada en cada

ensayo.
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z::- v ABSORBANCIA
/ = :g,'i“g\}'tf OH | 24H | 48H | 72H
4 T+ — HGF + ATRA+ 5FU Control 0,099 | 0,121 | 0,184 | 0,281
< HGF 0,099 | 0,139 | 0,229 | 0,313
HGF + ATRA 0,099 | 0,142 | 0,180 | 0,263
HGF + 5-FU 0,099 | 0,117 | 0,154 | 0,246
HGF + ATRA +5-FU | 0,099 | 0,175 | 0,137 | 0,214

o - ABSORBANCIA
0304 " ROl OH | 24H | 48H | 72H
Pl //I —HeEesFu | [Control 0,086 | 0,131 | 0,199 | 0,312
< ) HGF 0,086 | 0,145 | 0,246 | 0,340
0104 HGF + ATRA 0,086 | 0,151 | 0,195 | 0,302
el ' HGF + 5-FU 0,086 | 0,164 | 0,167 | 0,250
0 horas *® & HGF + ATRA +5-FU | 0,086 | 0,155 | 0,118 | 0,205

Figura 138. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5% y estimulados con HGF (7,5 ngr/ml),
inhibidos o0 no con y 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

Como se puede observar en la figura 61, las dos experiencias mostraron resultados
practicamente idénticos. En ambas, el cultivo celular estimulado con HGF proliferé6 en mayor
medida que el resto de los cultivos, lo que fue manifiesto tanto a las 48 como a las 72 horas. El
ATRA redujo la proliferacion celular a valores inferiores al cultivo estimulado con HGF vy al
control (sin HGF). Por su parte, el 5-FU produjo una inhibicion aliin mas potente que el ATRA.
Por dltimo, los cultivos con ATRA y 5-FU medio fueron los que menos proliferaron, aunque sin
que las curvas proliferativas llegaran a aplanarse. La significacion estadistica de las diferencias

observadas entre los distintos grupos de estas experiencias se detalla en tabla 105.

Tabla 105. Andlisis estadistico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test") de los resultados
mostrados en la figura 138 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***).

0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
HGFvs. Control | —-e-- *k [ * **% [ ng *k [ ok
HGF vs. HGF + ATRA | - ns/* *kk [ * Kk [ ok
HGFvs.HGF +5-FU | —oeeen %k [ ng *xk [ ng dokk [ ok
HGF vs. HGF + ATRA+5-FU | = ----- ** [ ns Fxk [ dkk xRk [ Akk

Para corroborar los resultados obtenidos, se realizaron dos nuevas experiencias

midiendo la proliferacién celular mediante el lector NucleoCounter (fig. 139) y el lector

XCELLigence (fig. 140).
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En la figura 139 se observa el efecto del ATRA sobre cultivos celulares estimulados con

HGF (inhibidos o no con 5-FU), realizandose el recuento de las células mediante el lector

NucleoCounter.

300000+ HGF
- — Control
E
@ 200000-
3 — HGF + 5-FU
(&)
2 100000+ // HGF + ATRA
Z
— HGF + ATRA + 5-FU
" 4 Y 72
horas

Figura 139. Efecto del ATRA 5 uM sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con HGF

(7,5 ngr/ml), e inhibidos con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante NucleoCounter).

En esta ocasién, el efecto proliferativo del HGF sdélo se observa a las 72 horas de su

adicion al medio, momento en el cual los cultivos alcanzan recuentos superiores al control.

Por su parte, tanto el 5-FU como el ATRA reducen la proliferacién, efecto que es

significativo a las 48 y 72 horas de iniciarse el cultivo. Por su parte, la combinacién de ambos

farmacos no muestra una efectividad superior a cada uno por separado hasta el momento final

del ensayo: en la medicion realizada a las 72 horas, el recuento de células se ha reducido a

valores muy proximos a los de la siembra inicial, siendo muy inferiores a los del resto de grupos

de la experiencia (tabla 106).

Tabla 106. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con HGF (7,5 ngr/ml) e inhibidos

con 5-FU (células por ml).

N° de células por ml

0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 18.225 56.700 117.750 264.000
HGF 18.225 64.125 114.750 287.925
HGF + ATRA 18.225 56.700 66.000 103.950
HGF + 5-FU 18.225 29.700 90.000 148.500
HGF + ATRA + 5-FU 18.225 37.800 82.500 44.550

La técnica de lectura en placa mediante el lector xCELLigence mostrd resultados

similares a los anteriores, tal y como se puede apreciar en la figura 140.
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Figura 140. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con
HGF (7,5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante xCELLigence).

El Factor de Crecimiento Hepatocitario (HGF) estimula la proliferacion de las células
ACC-531, mientras que la adicion de ATRA o 5-FU inhibe dicho efecto. La adicién al medio de
ATRA y 5-FU simultaneamente, inhibe la proliferacion de las células en mayor medida que

ambos por separado.

A continuacion se repitio el experimento, pero elevando la concentracién de 5-FU hasta
0,5 ugr/ml, manteniendo sin cambios la concentracion de las otras moléculas implicadas. En la

figura 141 se muestran los resultados de las dos experiencias realizadas.

HGF ABSORBANCIA
= s ey OH | 24H | 48H | 72H
HGF + ATRA
" — HGF + ATRA + 5-FU Control 0,099 | 0,121 | 0,184 | 0,281
< HGF 0,099 | 0,139 | 0,229 | 0,313
HGF + ATRA 0,099 | 0,142 | 0,180 | 0,263
HGF + 5-FU 0,099 | 0,192 | 0,222 | 0,271
HGF + ATRA + 5-FU | 0,099 | 0,175 | 0,188 | 0,223

o . ABSORBANCIA
0.35+4
0.30- = B OH | 24H | 48H | 72H
2 2-:: =g s L - Control 0,086 | 0,131 | 0,199 | 0,312
< o HGF 0,086 | 0,145 | 0,246 | 0,340
0104 HGF + ATRA 0,086 | 0,151 | 0,195 | 0,302
poor] . ' ' HGF + 5-FU 0,086 | 0,194 | 0,236 | 0,268
o % horas *® 7 HGF + ATRA +5-FU | 0,086 | 0,163 | 0,188 | 0,237

Figura 141. Efecto del ATRA (5 pM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con HGF (7,5 ngr/ml),
inhibidos o no con y 5-FU (0,5 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).
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El HGF estimula los cultivos en ambas experiencias desde el inicio de su adicién al
medio (72 horas; HGF vs. Control, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,01). Dicho
estimulo se ve inhibido tanto por el ATRA (72 horas; "Newman-Keuls Multiple Comparison
Test"; p<0,001) como por el 5-FU (72 horas; "Newman-Keuls Multiple Comparison Test";
p<0,01 y p<0,001); si bien el ATRA inhibe la proliferacion a partir de las primeras 24 horas y el
5-FU Unicamente en las Ultimas 24 horas. La adicion conjunta de ambos farmacos al medio de
cultivo inhibe el crecimiento celular en mayor medida que cada uno por separado (72 horas;

"Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001).

Para corroborar dichos resultados, se repitid la experiencia, pero cuantificando los

resultados de proliferacion celular mediante NucleoCounter para su medicion (fig. 142).

300000+ HGF
_ — Control
E
@ 200000
§ — HGF + 5-FU
< 1000004 / HGF + ATRA
o o — HGF + ATRA + 5-FU
0 T T T
0 horas i

Figura 142. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con
HGF (7,5 ngr/ml), inhibidos 0 no con y 5-FU (0,5 pgr/ml) (cuantificado mediante NucleoCounter).

Tal y como se observa en la figura 142, el efecto estimuldor del HGF se pone de
manifiesto al finalizar la experiencia (72 horas de cultivo). El 5-FU inhibe el crecimiento celular
desde las primeras 24 horas, y dicho efecto se mantiene durante toda la experiencia. El ATRA
por su parte también inhibe la proliferacion desde las primeras 24 horas, pero su efecto es mas
importante que el del 5-FU al término del experimento (72 horas). Por Gltimo, la combinacién de
ambos farmacos en el medio a lo largo de toda la experiencia, produce una mayor inhibicion de

la proliferacién celular que cada uno por separado (tabla 107).
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Tabla 107. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos estimulados con HGF (7,5 ngr/ml) e
inhibidos con 5-FU (0,5 ugr/ml).

N° de células por ml
0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 18.225 56.700 117.750 264.000
HGF 18.225 64.125 114.750 287.925
HGF + ATRA 18.225 56.700 66.000 103.950
HGF + 5-FU 18.225 39.150 63.000 143.550
HGF + ATRA + 5-FU 18.225 28.350 48.000 79.200

Una vez completadas las experiencias con concentraciones bajas de ATRA (5 uM), se

repitieron los mismos experimentos pero utilizando una concentracion doble de la anterior.

En la figura 143 se muestra el resultado del efecto del ATRA 10uM sobre cultivos

suplementados con SRN 0,5%, estimulados con HGF 7,5 ngr/ml, e inhibidos o no con 5-FU 0,4

ugr/ml.
0.3 HGF
— Control
: 0.24
8 — HGF + 5-FU
<
0.14 — HGF + ATRA + 5-FU
HGF + ATRA
0.0 T T T
0 48 72
horas

Figura 143. Efecto del ATRA (10 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con
HGF (7,5 ngr/ml), inhibidos o no con y 5-FU (0,5 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

Tal y como muestra la figura 143, el HGF estimula la proliferacién de las células a lo
largo de toda la curva; y es a partir de las 24 horas cuando se observan los efectos inhibitorios
del ATRA y 5-FU. Sin embargo, al haber duplicado la concentracion de ATRA en el medio, lo
que se produce es un bloqueo absoluto de la proliferacion celular, con una curva practicamente
plana (con independencia de que se combine o no con 5-FU) y unos recuentos celulares al

finalizar el experimento casi iguales a los de la siembra inicial (tabla 108).
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Tabla 108. Efecto del ATRA (10 uM) sobre cultivos estimulados con HGF (7,5 ngr/ml) e

inhibidos con 5-FU (0,5 pgr/ml).

ABSORBANCIA

0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 0,077 0,100 0,162 0,244
HGF 0,077 0,200 0,203 0,295
HGF + ATRA 0,077 0,177 0,086 0,090
HGF + 5-FU 0,077 0,204 0,134 0,165
HGF + ATRA + 5-FU 0,077 0,182 0,075 0,105

Visto los resultados, se considerd innecesario completar el estudio de los efectos del

ATRA a concentraciones 10 puM. Asi pues, en las siguientes experiencias con el resto de

Factores de Crecimiento se estudi6 el efecto de los dos farmacos en sus concentraciones mas
bajas (ATRA 5 uM; 5-FU 0,4 pgr/ml).

1.5.3. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con EGF e inhibidos

con 5-FU

El segundo Factor de Crecimineto que se estudi6 fue el Factor de Crecimiento

Epidérmico (EGF). Las concentracién utilizada para los experimentos fue 10 ngr/ml (con la que

se habia obtenido mejores resultados). En la figura 144 se muestra el efecto producido por el

ATRA sobre las células cultivadas en medio suplementado con SRN 0,5% y EGF (10 ngr/ml) y

sobre el efecto inhibitorio del 5-FU en el mismo. La medida de la proliferacién se llevo a cabo

mediante MTT.

Abs.

0.35+
0.304
0.254
0.204
0.154

0.104

0.054

s

0.00

horas

72

EGF
— Control

EGF + ATRA
— EGF +5-FU

— EGF + ATRA + 5-FU

Figura 144. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con
EGF (10 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).
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La figura muestra claramente el efecto estimulante de la proliferacién celular por parte

del EGF a lo largo de toda la curva. Por el contrario, la adicion al medio de ATRA o 5-FU

produce produce una depresion de la curva a partir de las primeras 24 horas tras su adicion al

medio, siendo mas acentuada la inhibicién de la proliferacién en aquellos cultivos en los que se

hallaban ambos farmacos en el medio de cultivo (tablas 109 y 110).

Tabla 109. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos estimulados con EGF (10 ngr/ml) e inhibidos

con 5-FU (0,4 pgr/ml).

ABSORBANCIA
0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 0,079 0,167 0,188 0,277
EGF 0,079 0,201 0,242 0,300
EGF + ATRA 0,079 0,191 0,216 0,200
EGF + 5-FU 0,079 0,192 0,152 0,200
EGF + ATRA + 5-FU 0,079 0,185 0,132 0,163

Tabla 110. Analisis estadistico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test") de los resultados

mostrados en la figura 144 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***).

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
EGFvs. Control | —mme-- *k Kokk ns
EGF vs. HGF + ATRA | - ns Kk Kkk
EGFvs. HGF +5-FU |  —ee- ns sk -
EGFvs. HGF + ATRA+5-FU | = --—--- ns KK Hkk

Para corroborar los resultados obtenidos mediante la técnica de MTT, se opté por

repetir la experiencia y medir la proliferacién mediante el lector xCELLigence (fig. 145).
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Figura 145. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con EGF
(20 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante xCELLigence).

En esta experiencia se aprecia como los dos farmacos inhiben de forma similar el
efecto proliferativo producido por EGF sobre las células, siendo ligeramente superior la

inhibicion producida por la suma de ambos farmacos.

1.5.4. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con PDGF e inhibidos
con 5-FU

El tercer Factor de Crecimiento que se estudié fue el Factor de Crecimiento Derivado
de Plaquetas (PDGF), empleandose las concentraciones que habian resultado éptimas para
inducir un efecto estimulador de la proliferacién de las células ACC-531: 5 ngr/ml, 7,5 ngr/iml y

10 ngr/ml.

a) Ensayos con PDFG 5 ngr/ml
En la figura 146 se muestran los resultados de dos experiencias realizadas en cultivos
estimulados con PDGF 5 ngr/ml. La técnica empleada para la medida de la proliferacion fue

lectura en placa mediante MTT.
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PDGF

ABSORBANCIA

— o OH | 24H | 48H | 72H
.  PDGF 4 ATRA S 5.EU Control 0,201 | 0,325 | 0,396 | 0,437
< PESF-ERIRA PDGF 0,201 | 0,341 | 0,428 | 0,503
il PDGF + ATRA 0,201 | 0,261 | 0,269 | 0,272
o ' ' PDGF + 5-FU 0,201 | 0,332 | 0,354 | 0,395
o % fiora 72 PDGF + ATRA +5-FU | 0,201 | 0,271 | 0,264 | 0,291

0.5 PDGF ABSORBANCIA
— Control OH 24 H 48 H 72 H
4 r —PooEesRy || Control 0,173 | 0,273 | 0,336 | 0,385
< PDGF + ATRA PDGF 0,173 | 0,297 | 0,397 | 0,465
ool PDGF + ATRA 0,173 | 0,208 | 0,241 | 0,234
. ' ' ' PDGF + 5-FU 0,173 | 0,274 | 0,300 | 0,318
0 T 72 PDGF + ATRA +5-FU | 0,173 | 0,231 | 0,269 | 0,259

Figura 146. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con PDGF (5 ngr/ml),
inhibidos 0 no con y 5-FU (0,5 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

En ambas gréficas, el efecto estimulador del Factor de Crecimiento Derivado de

Plaquetas es evidente a partir de las 24 horas y se mantiene a lo largo de toda la curva.

Por su parte, la adicion al medio de ATRA o 5-FU produce una disminuciéon de la

proliferacion celular, que en el caso del ATRA es casi absoluta. La adicion de ATRA a los

cultivos inhibidos con 5-FU acentud significativamente la inhibicién obtenida con 5-FU;

alcanzando recuentos celulares casi superponibles a los obtenidos con ATRA sélo (72 horas,

"Newman-Keuls Multiple Comparison Test" p<0,05). En la tabla 111 se resume el resultado del

analisis estadisticos de estos resultados.

Tabla 111. Andlisis estadistico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test") de los resultados

mostrados en la figura 146 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***).

0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
PDGFvs. Control | = --eee- ns/ns K [ wrk * [ ok
PDGF vs. HGF + ATRA |  ccooe- kkk [ kK kkk [ Hxk kkk [ Hxk
PDGFvs. HGF +5-FU |  —eeomo ns/ns ik [ ek Rl R
PDGF vs. HGF + ATRA +5-FU | -meoen Kok [ okx ik [ ek ik [ ek
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b) Ensayos con PDFG 7,5 ngr/ml

A continuacién, se repitié la misma experiencia, pero estimulando los cultivos con una

concentracién mas elevada de PDGF (7,5 ngr/ml).

0.5+

0.3

Abs.

0.2+
0.1

0.0

horas

72

PDGF
Control

PDGF + 5-FU

PDGF + ATRA + 5-FU

PDGF + ATRA

Figura 147. Efecto del ATRA (5 puM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con
PDGF (7,5 ngr/ml), inhibidos o no con y 5-FU (0,5 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

En la figura 147 podemos apreciar como con esta concentracion de PDGF (7,5 ngr/ml)

no se muestra el efecto estimulante de la proliferacion de las células ACC-531 hasta las ultimas

24 horas. La adicién al medio de 5-FU produce una disminucion del ritmo proliferativo de las

células, evidente a partir de las 48 horas de su exposicién al medio (72 horas, "Newman-Keuls

Multiple Comparison Test"; p<0,001).

Por otra parte, la adicion de ATRA, s6lo o combinado con 5-FU, bloquea de manera

absoluta la proliferacién celular a partir de las primeras 24 horas. Al finalizar el experimento los

recuentos celulares se sitlan por debajo de lo sembrado al comenzar la experiencia (tabla

112).

Tabla 112. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos estimulados con PDGF (7,5 ngr/ml) e inhibidos

con 5-FU (0,4 pgr/ml).

ABSORBANCIA

0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 0,173 0,273 0,336 0,385
PDGF 0,173 0,251 0,345 0,405
PDGF + ATRA 0,173 0,225 0,239 0,140
PDGF + 5-FU 0,173 0,260 0,319 0,310
PDGF + ATRA + 5-FU 0,173 0,247 0,213 0,162
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¢) Ensayos con PDFG 10 ngr/ml

Finalmente, se repitid la experiencia aumentando la concentracion del PDGF a
10ngr/ml. En la figura 148 se muestran los resultados de dos experimentos consecutivos,
realizados con idéntico protocolo. Para la medicién de la proliferacién celular se utiliz6 la

técnica de MTT.

0354 ABSORBANCIA
0.304 PDGF
ol = (Plont::ol i OH 24 H 48 H 72 H
P . Control 0,079 | 0,167 | 0,188 | 0,277
- — PDGF + ATRA + 5-FU PDGF 0,079 | 0,156 | 0,195 | 0,286
i PDGF + ATRA 0,079 | 0,146 | 0,166 | 0,232
0.054 PDGF + 5-FU 0,079 | 0,245 | 0,220 | 0,241
°-""0 T T > PDGF + ATRA + 5-FU 0,079 | 0,189 | 0,144 | 0,160
horas
0.5 e ABSORBANCIA
0.44 — Control 0 H 24 H 48 H 72 H
- : = T rooresry Control 0,173 | 0,273 | 0,336 | 0,385
i | == PDGF + ATRA PDGF 0,173 | 0,250 | 0,350 | 0,422
1 — PDGF +ATRA + 5-FU PDGF + ATRA 0,173 | 0,218 | 0,251 | 0,229
0 PDGF + 5-FU 0,173 | 0,328 | 0,326 | 0,329
oot - - ~ PDGF + ATRA +5-FU | 0,173 | 0,254 | 0,235 | 0,180
horas

Figura 148. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con PDGF (10 ngr/ml),
inhibidos o no con y 5-FU (0,5 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

Nuevamente, el efecto estimulante de la proliferacion celular por parte del PDGF so6lo
se manifiesta en las Ultimas 24 horas. La adicion del ATRA y 5-FU produce un efecto inhibidor
de la proliferacién; si bien, dicho efecto sélo se observa en las Ultimas 24 horas en el caso del
5-FU. La combinacion de los dos farmacos produce una inhibicion significativamente superior a
la inducida por cada uno de ellos por separado. El andliis estadistico de estos resultados se

resume en la tabla 113.

Tabla 113. Andlisis estadistico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test") de los resultados
mostrados en la figura 148 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***).

0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
PDGFvs. Control | —meee- */ns ns/ns ns/*
PDGF vs. HGF + ATRA | oo ns / ** * [ wxx K [ Aok
PDGFvs. HGF +5-FU | - il i */ns k[ ek
PDGF vs. HGF + ATRA+5-FU | = ------ *% | ng k[ ek k[ ek
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Con el fin de corroborar los resultados obtenidos, se repitid la experiencia con la
concentraciéon de PDGF 10 ngr/ml, utilizando como técnica de medida el lector de placas
XCELLigence (fig. 149).

1070
876 E
- | PDGF
PDGF + ATRA
7.0 .. PDGF + 5-FU
| PDGF + ATRA + 5-FU
3 i
2a00 || Control
K]
“soe
q12
318
224
1.30 S AR TT R N T Pl I TR IR T N TS T N lossgosaey LFTTTT YT
450 550 670 780 820 1000 "o 1220

Tirne (in Hour)

Figura 149. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con
PDGF (10 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante xCELLigence).

Al contrario de lo que ocurria en las experiencias anteriores, el PDGF muestra ahora su
capacidad de estimulacién de la proliferacién celular desde el inicio de su exposicién al cultivo.
La adicién al medio celular de ATRA o 5-FU produce una disminuciéon de la velocidad de
proliferacion del cultivo. Esta inhibicidén resulta ligeramente mayor cuando se combinan ambos

farmacos.

1.5.5. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con FGFb e inhibidos
con 5-FU

El siguiente factor estudiado fue el Factor de Crecimiento Fibroblastico Basico (FGFb).
Las concentraciones que se utilizaron fueron 5 ngr/mly 7,5 ngr/ml, y para los primeros ensayos

se utilizé el recuento celular mediante la técnica de MTT.

a) Ensayos con FGFb 5 ngr/ml
Los resultados obtendios con la concentracién de factor de crecieminto mas baja se

resumen en la figura 150.
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Figura 150. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con
FGFb (5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

Desde el inicio de su adicién al medio, el FGFb estimula las células de ACC-531 que
proliferan a mayor velocidad que las de los cultivos control. La adicién al medio de cultivo de
cualquiera de los dos farmacos (ATRA o 5-FU) provoca un bloqueo completo de la proliferacién
celular, sin que la combinacion de ambos modifique sensiblemente el resultado obtenido
(tablas 114 y 115).

Tabla 114. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos estimulados con FGFb (5 ngr/ml) e inhibidos
con 5-FU (0,4 pgr/ml).

ABSORBANCIA
0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 0,117 0,134 0,140 0,212
FGFb 0,117 0,159 0,178 0,233
FGFb + ATRA 0,117 0,152 0,163 0,130
FGFb + 5-FU 0,117 0,158 0,131 0,147
FGFb + ATRA + 5-FU 0,117 0,145 0,139 0,130

Tabla 115. Andlisis estadistico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test") de los resultados
mostrados en la figura 150 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***).

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
FGFb vs. Control | —-eee- Hkk *k ns
FGFbvs. HGF + ATRA | —eeeee ns ns otk
FGFb vs. HGF+5-FU | cceee- ns kK Fekk
FGFb vs. HGF + ATRA +5-FU | —meoen ns ok -
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b) Ensayos con FGFb 7,5 ngr/ml

A continuacién se repitieron las mismas experiencias, pero aumentando la
concentracién de factor de crecimiento en el medio de cultivo hasta alcanzar 7,5 ngr/ml. Los

resultados se representan en la figura 151.

0.30+
0.257 FGFb
0.20_ I Contr0|
é — FGFb + 5-FU
8 015 FGFb + ATRA
0104 — FGFb + ATRA + 5-FU
0.05-
0.00 T : :
0 72

48
horas

Figura 151. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con
FGFb (7,5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

El FGFb (7,5 ngr/ml) ha estimulado la proliferacion celular a partir de las primeras 24
horas de su adicion al cultivo. Sin embargo, a las 72 horas el recuento celular muestra valores

muy similares al cultivo control.

El ATRA por si s6lo inhibe el estimulo proporcionado por el FGFb a lo largo de toda la

curva. En cambio, el 5-FU sélo logra su efecto inhibidor en las Gltimas 24 horas del ensayo.

La adicién conjunta de ATRA y 5-FU inhibe la proliferacion de las células ACC-531 a
partir de las primeras 24 horas de su esposicion, siendo maximo su efecto inhibitorio sobre el
cultivo a las 72 horas (tablas 116 y 117).

Tabla 116. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos estimulados con FGFb (7,5 ngr/ml) e inhibidos
con 5-FU (0,4 pgr/ml).

ABSORBANCIA
0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 0,117 0,134 0,140 0,212
FGFb 0,117 0,137 0,171 0,215
FGFb + ATRA 0,117 0,137 0,133 0,157
FGFb + 5-FU 0,117 0,196 0,182 0,164
FGFb + ATRA + 5-FU 0,117 0,153 0,131 0,108
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Tabla 117. Andlisis estadistico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test") de los resultados
mostrados en la figura 151 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***),

0 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
FGFb vs. Control | = ———--- ns *k ns
FGFbvs. HGF + ATRA | - ns ok ok
FGFb vs. HGF+5-FU | = ———--- *xk ns ok
FGFb vs. HGF + ATRA+5-FU | = ------ * *% Fekk

1.5.6. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con VEGF e inhibidos
con 5-FU

Por ultimo, se estudid lel efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) utilizado en su concentracién éptima para estimular

la proliferacion de las células ACC-531: 7,5 ngr/ml.

0.40+

0.35+ VEGF

0.304 — Control

0.254
% — VEGF + 5-FU
g 0.204 VEGF + ATRA

0.15- — VEGF + ATRA + 5-FU

0.104

0.054

0.00 T T T

0 72

48
horas

Figura 152. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con
VEGF (7,5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 pgr/ml) (cuantificado mediante MTT).

El VEGF estimula la proliferacién de las células ACC-531 desde el inicio de su adicién
al medio de cultivo. Por otro lado, tanto el 5-FU como el ATRA inhiben la proliferacion celular a
partir de las 24 horas de tratamiento, llegando a aplanar por completo la curva proliferativa del
cultivo. La combinacién de ambos no cambia sensiblemente el resultado obtenido con cada

uno de ellos por separado (tablas 118 y 119).
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Tabla 118. Efecto del ATRA (5 uM) sobre cultivos estimulados con VEGF (7,5 ngr/ml) e inhibidos
con 5-FU (0,4 pgr/ml).

ABSORBANCIA
0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control 0,158 0,150 0,202 0,289
VEGF 0,158 0,203 0,242 0,346
VEGF + ATRA 0,158 0,173 0,179 0,192
VEGF + 5-FU 0,158 0,198 0,181 0,206
VEGF + ATRA + 5-FU 0,158 0,196 0,186 0,180

Tabla 119. Andlisis estadistico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test")
mostrados en la figura 152 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***).

de los resultados

0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
VEGF vs. Control | —meee- *kk *% Fokk
VEGF vs. HGF + ATRA | —meeee Fkx Hkk Fokk
VEGFvs. HGF+5-FU |  —mee- ns Kk Hkk
VEGF vs. HGF + ATRA +5-FU | --moe- ns ok Kok
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2. Estudios “in vivo”

La segunda seccion de este capitulo de Resultados recoge los experimentos llevados a
cabo “in vivo” con ratas singénicas respecto a la linea celular CC-531. Estos experimentos
estuvieron orientados a comprobar si los resultados obtenidos “in vitro” tenian algun
paralelismo con la situacion real (“in vivo”); es decir, si el ATRA es capaz de frenar el desarrollo

de metastasis hepdticas tras cirugia, y si afecta a la efectividad del 5-FU en dicha situacion.

La inoculacién esplénica de células CC-531 originé la presencia de focos metastasicos
en el higado en un 60% - 75% de los animales (dependiendo de las series). Estos focos
alcanzaron un desarrollo suficiente como para poder ser observados a simple vista an torno al

dia 30 post-inoculacion.

Se trata de masas redondeadas, blanquecinas, facilmente distinguibles del resto del
parénquima hepatico (fig. 153). Casi siempre se desarrollan superficialmente, por lo que es facil
su recuento, Sin embargo, en ocasiones crecen en el espesor del l6bulo y sélo pueden

identificarse si se procede a realizar cortes seriados de 3-4 mm de espesor.

Figura 153. Metéstasis de adenocarcinoma de colon (CC-531) inducidas mediante inoculacion esplénica.
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De todas formas, el desarrollo no es uniforme entre los diferentes animales de cada

serie, encontrandose con frecuencia algin animal que presenta focos muy crecidos, que

incluso coalescen entre si (fig. 154).

Figura 154. Metéstasis confluyentes en la cara posterior del I6bulo paramediano del higado.
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2.1. Efecto de la hepatectomia sobre el desarrollo metastasico

En los animales sometidos a hepatectomia 40% el dia 10 de evolucién el nimero de
focos metastasicos en el higado apreciables veinte dias después se vio incrementado en mas
de un 300% (7 vs 2,1; fig. 155). A pesar de la gran variabilidad entre los animales de cada
grupo experimental (tabla 120), este incremento alcanzé una importante significacion
estadistica (p<0,01).

10-

Laparotomia Hepatectomia

Figura 155. Recuento de focos metastasicos en el higado el dia 30 de
evolucion (p=0,0016).

Tabla 120. Recuento de focos metastasicos

Laparotomia Hepatectomia Anélisis

M DS M DS T Student
Total 2,1 0,99 7,0 4,41 0,0016
<1lmm 0,8 0,78 2,6 1,94 0,0087
1-3mm 0,9 0,87 2,3 2,39 0,0475
>3 mm 0,4 0,52 2,1 2,50 0,0234

Con el fin de conocer con mas detalle el comportamiento evolutivo del proceso
metastasico, se desglosé el recuento de focos, agrupandolos en tres categorias en funcién de
su tamafio. Tal y como se puede apreciar en la figura 156, el incremento en el nimero de focos

producido por la hepatectomia parcial fue similar en cada una de las tres categorias.
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<1 mm 1-3 mm
4- 4
34 3
24 24
1+ — 14 B
# - ; 0
Laparotomia Hepatectomia Laparotomia Hepatectomia
>3 mm
4
3
2+
14 Figura 156. Distribucion por tamafios del recuento
de focos metastasicos en el higado el dia 30 de
0 evolucion. Las diferencias observadas alcanzan
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2.2. Tratamiento con ATRA

2.2.1. Efecto sobre el desarrollo metastasico

Los resultados obtenidos en esta serie experimental resultaron algo méas dispersos que
enotras series, por lo que al someterlos al Test de Normalidad el resultado fue negativo. Ello
obliga a presentar estos resultados en términos de mediana y rango (tabla 121), y a utilizar

para los analisis un test no paramétrico (Mann Whitney).

Tabla 121. Recuento de focos metastasicos

Excipiente ATRA Andlisis
Md Rango Md Rango p
Total 6 19 (2-21) 2 27 (1-28) 0,15
<lmm 2 5 (1-6) 1 10 (0-10) 0,39
1-3mm 2 7 (0-7) 2 14 (0-14) 0,48
>3 mm 3 8 (0-8) 0 4 (0-4) 0,02

En conjunto, se observa una reduccion en el numero de focos en el grupo de animales

tratados con ATRA (figura 157), sin embargo la diferencia no alcanza significacién estadistica.

1564

104
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(4,
[]
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Figura 157. Recuento de focos metastasicos en el higado el dia 30 de
evolucion (p=0, 15).
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Al agruparlos por tamafio, se observé que en los animales tratados se redujo
significativamente el nimero de focos mayores de 3 mm (figura 81; 0 vs 3; p<0,05), lo que

indica un retardo en el proceso de crecimiento de las metastasis.
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g 21 Figura 158. Distribucidon por tamafios del recuento
= - de focos metastasicos en el higado el dia 30 de
i evolucion. Las diferencias observadas so6lo
0 alcanzan significacion estadistica en las metastasis
Clinoleico ATRA mayores de 3 mm (p<0,05).

2.2.2. Efecto sobre la supervivencia

En cuanto a la supervivencia de los animales, en los tratados con ATRA los primeros
fallecimientos se observan diez dias después de los del grupo control. Sin embargo, este ligero

retardo no resulta estadisticamente significativo.
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Figura 159. Curva de supervivencia y andlisis mediante Kaplan Meier (p=0, 36).
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De hecho, al prolongar el seguimiento hasta los 150 dias, la impresion que produce es
justo la contraria, situandose la linea de supervivientes del grupo control por encima de la de
los tratados. Sin embargo, tampoco esta diferencia resulta estadisticamente significativa (figura
160).
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Figura 160. Curva de supervivencia y andlisis mediante Kaplan Meier (p=0, 42).

Por ultimo, si excluimos del estudio los animales que no mostraron metastasis

hepaticas, vemos como las dos curvas son practicamente superponibles (Figura 161).
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Figura 161. Curva de supervivencia y analisis mediante Kaplan Meier (p=0, 59)
excluyendo los animales que no desarrollaron metastasis hepaticas.
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2.3. Tratamiento con 5-Fluor Uracilo

2.3.1. Eleccion de la dosis terapéutica

Dado que en la literatura se encuentran diversos protocolos de utilizacion del 5-FU en
ratas, realizamos un estudio de toxicidad hematoldgica con las dos pautas que resultaban mas
apropiadas para nuestro modelo experimental: tres dosis de 50 o 100 mgr/Kg separadas una

semana entre si (dias 13, 20 y 27 de evolucion).

En cada una de las dos experiencias se incluyeron tres grupos de animales:
e no operados
e portadores de metastasis

e portadores de metéstasis y sometidos a hepatectomia parcial

A su vez, cada uno de esos tres grupos se dividi6 en dos mitades: una recibié el
tratamiento con 5-FU y la otra sélo el solvente.

Los principales resultados obtenidos con la dosis alta de 5-FU se resumen en la figura
162. En cuanto al efecto sobre los leucocitos, produce una depleccion casi total de esatas
células sanguineas; y esto incluso teniendo en cuenta que los animales con metastasis
presentan una leucocitosis franca (9.160 vs 16.500; p< 0,01).

También en la serie roja se aprecia un efecto depresor por parte del 5-FU a la dosis de
100 mg/kg, que se manifiesta en una anemia severa (7.856 vs 3.953; p<0,001), una reduccién
del hematocrito a valores inferiores al 20%, y una reduccion de las cifras de hemoglobina a

menos de la mitad de los valores normales.

En conjunto se puede afirmar que la dosis estudiada produce en nuestros animales una
toxicidad muy grave (fig. 162).
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Figura 162. Valores hematolégicos de los animales tratados con 5-FU 100 mg/kg.

La serie de animales tratados con la dosis baja de 5-FU presentaron un afectacién

hematolédgica igualmente severa en cuanto a la serie blanca se refiere (figura 163). En cambio,

en lo que se refiere a la serie roja, la anemia fue muy ligera aunque persistié la pérdida de

hemoglobina (todas las diferencias alcanzaron significacion estadistica).
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Figura 163. Valores hematoldgicos de los animales tratados con 5-FU 50 mg/kg.

2.3.2. Efecto sobre el desarrollo metastéasico

El tratamiento con 5-FU produjo una reduccién dramética en el niumero de focos
metastasicos detectables en el higado (figura 164). Para poder encontrar metastasis en los
animales tratados hubo que retrasar el momento de la evaluacion desde el dia 30 hasta el 42;
en ese momento, en el grupo tratado el recuento de focos mostr6 menos del 25% de los
encontrados en los animales controles (tabla 122).

191



Ifaki Diaz Sanz

Resultados

Figura 164. Recuento de focos metastésicos en el higado el dia 42 de
evolucion (p=0,0016).
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Tabla 122. Recuento de focos metastasicos en el dia 42 de evolucién

Control 5-FU Andlisis

M DS M DS T Student
Total 21 6,7 45 2,3 0,018
<1lmm 7 31 1,4 0,9 0,0045
1-3mm 8 2,6 2,2 1,1 0,0324
>3 mm 6 2,0 0,9 0,4 0,0007

La clasificacion de las metastasis en funcion del tamafio mostré una reduccién muy

similar en cada una de las categorias (figura 165) , a diferencia de lo ocurrido con el ATRA.
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La existencia de un nimero importante de focos metastasicos permitié analizar también
la distribucion por I6bulos. Llama la atencion que el nimero no se corresponde con la mas del
I6bulo. El I6bulo paramediano supone un 30% del higado y el lateral izquierdo un 40%, y sin
embargo el numero de focos en este Ultimo duplica al anterior. Este peculiar patrén de

distribucién no se ve alterado por el tratameinto con 5-FU.
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Figura 166. Distribucion por Iébulos de las metastasis encontradas. El tratamiento con 5-FU no modifica
el patrén de distribucion.
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2.3.3. Efecto sobre la superviviencia

En el grupo de animales tratados con 5-FU se puede apreciar un ligero retardo en la
aparicién de las primeras muertes (11 dias). Sin embargo, al igual que ocurrié con los animales
tratados con ATRA, al prologar el seguimiento mas alla de los dos meses, desaparece
cualquier diferencia, y las curvas son practicamente idénticas entre los controles y los tratados
(figura 167).
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Figura 167. Curva de supervivencia en animales tratados con 5-FU (50 mg/kg).
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2.4. Tratamiento con ATRA y 5-Fluor Uracilo

2.4.1. Efecto sobre la evolucion metastasica

En las dos primeras series realizadas los animales se sacrificaron el dia 42 de
evolucion y no hubo metastasis en los animales que recibieron ATRA+5-FU. Por ese motivo se
realiz6 una tercera serie en la que los animales fueron vigilados mediante controles
ecograficos, decidiéndose el sacrificio al cumplirse la décima semana de evolucién.

En el grupo control (tratado Gnicamente con 5-FU) s6lo 4 de los animales desarrollaron
metastasis, contabilizandose un total de 13 focos (tabla 123). En el grupo sometido al doble
tratamiento sélo tres animales presentaron metastasis, con un total de 9 focos (7 de ellos en el
mismo animal). Estos resultados no permiten un analisis estadistico, por lo que no resultan

conclusivos.

Tabla 123. Recuento de focos metastasicos en el dia 42 de evolucién

Animales tratados con 5-FU Animales tratados con ATRA+5-FU
Rata 1: negativo Rata 1:
Rata 2: negativo 1 metéstasis de 4 mmen LC
Rata 3: Rata 2: negativo
1 metéstasis de 3 mm en LLD Rata 3: negativo
2 metastasis de 1 mm en LM Rata 4: negativo
Rata 4: negativo Rata 5:
Rata 5: 1 metéstasis de 1 mmen LLD
1 metéstasis de 2 mmen LLD Rata 6:
3 metéastasis de 1 mmen LLD 1 metéastasis de 6 mmen LLD
4 metastasis de 1 mm en LM 1 metéastasis de 4 mmen LLD
1 metéstasis de 2 mmen LLD
Rata 6: 1 metéastasis de 1 mmen LLD
1 metéastasis de 2 mmen LC 1 metéastasis de 6 mm en LM
Rata 7: 1 metéastasis de 2 mm en LM
1 metéastasis de 2 mmen LLD 1 metéastasis de 1 mm en LM
Rata 7: negativo

2.4.2. Efecto sobre la supervivencia

La representacion grafica del control de supervivencia de los animales de esta
experiencia (figura 168) muestra un ligero beneficio a favor del grupo que recibié Unicamente 5-
FU: comienzan a fallecer unos dias después, y los altimos animales en morir lo hacen mas
tarde. Sin embargo, comparacion mediante Kapplan Meier muestra que las diferencias

observadas no son estadisticamente significativas (p=0,325).
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Figura 168. Curva de supervivencia en animales tratados con 5-FU o con ATRA+5-FU.
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Las neoplasias colorrectales constituyen uno de los procesos tumorales mas frecuentes
en el mundo occidental, representan la tercera causa de patologia neoplasica y son
responsables de aproximadamente el 10% de las muertes por cancer. Casi la mitad de los
pacientes aquejados de cancer colorrectal (CCR) desarrollara metastasis hepaticas, y en un
15-25% de ellos esta ya presente en el momento del diagnostico. El tratamiento de eleccion en

la patologia metastasica es el quirtrgico, el cual muestra la mejor supervivencia a largo plazo

@A).

En este contexto, el conocimiento de la biologia del cancer y de la formacion de las
metastasis ha conducido al desarrollo de nuevas terapias y modelos de experimentacion

fundamentados en dicha biologia tumoral (183).

En nuestro estudio analizamos el efecto sobre las metastasis hepaticas de la cirugia de
reseccién asi como la utilizacion de los farmacos acido retinoico (ATRA) y 5-fluorouracilo (5-

FU), tanto in vitro como in vivo.

1. Estudios “in vitro”

Para realizar estudios de proliferacién celular, especialmente cuando se ensayan
tratamientos estimuladores, un paso previo de radical importancia es el establecimiento de un
“cultivo control” que a la vez que presenta un cierto ritmo de proliferaciéon, deja margen
suficiente para poner de manifiesto la capacidad estimuladora de los agentes sometidos a
estudio.

Por este motivo, un paso previo en nuestro trabajo fue constatar la concentracién
Optima de suero fetal bovino (SFB) en el medio de cultivo que asegure un correcto crecimiento
de nuestras células. A raiz de los resultados obtenidos con diferentes concentraciones, la
concentracién de 10% resulté ser éptima para el crecimiento de las células ACC-531. Otros
grupos utilizan concentraciones superiores (202) o inferiores (203), no obstante, optamos por
utilizar la del 10% (204) que daba idéntico resultado que las de 15% y 20% pero mayor
estimulo proliferativo que la del 5%. Asi pues, para los procedimientos de descongelacion,
pases, mantenimiento y congelacion de las células se utilizé medio complementado con el
estandar SFB 10%.

1.1. Suero de rata hepaectomizada y proliferacion celular

Sin embargo, este procedimiento estandar no resulta un control adecuado para nuestro
trabajo, ya que al estudiar el efecto del suero de ratas sometidas a hepatectomia parcial no es
posible separar el efecto del suero en si del de aquellas moléculas aportadas por la reseccién

hepatica. Asi pues, hubimos de definir un control basado en el estimulo de los cultivos con
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suero obtenido de ratas WAG/RIjCrl normales (SRN), es decir, sin haber sufrido intervencién
alguna. ElI SRN produce un mayor estimulo proliferativo sobre las células en comparacién al
SFB, llegando a estimular el SRN a la concentracién de 5% de igual manera que el SFB al
10%. Efecto légico por otra parte debido a que las células ACC-531 provienen a su vez de

ratas WAG-Rij singénicas.

En cuanto al efecto que el suero de ratas sometidas previamente a hepatectomia
(SRH), en nuestras experiencias ha mostrado un claro efecto estimulador de la proliferacién
celular. Este hallazgo esta en consonancia con experimentos similares llevados a cabo por
nuestro grupo en otras lineas célulares (154). Otros grupos de investigadores también han
encontrado un efecto proliferativo del SRH sobre las células. Penelope Little et al. demostraron
que la adicion de suero de rata hapetectomizada a cultivos de hepatocitos promovia el
crecimiento de los mismos al inducir su entrada en fase S (205). Otro grupo de investigacion
californiano descubrio que la adicion al medio de suero de rata hepatectomizada en cultivos de
células hepéticas procedentes de ratas fetales, originaba un incremento en la sintesis de DNA

asi como de proteinas (206).

Hay que tener en cuenta que para comparar el efecto estimulatorio de la proliferacién
celular que el SRH produjo sobre nuestros cultivos, tuvimos que reducir la concentracion de los
sueros con el fin de evidenciar mas claramente las diferencias entre ellos. Utilizando
concentraciones del 2,5% 6 0,5% el SRH producjo un mayor estimulo de la proliferacion
celular que el SRN; efecto no apreciado con concentraciones superiores de suero. No obstante
estos resultados no se corresponden con los obtenidos por otro grupo de investigacion (203) el
cual cultivé las células ACC-531 durante 72 horas en medios enriquecidos con SRN y SRH
obtenido a las 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas a partir de la hepatectomia. Del estudio de los
datos obtenidos (total de ADN) no obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los casos

al comparar el crecimiento celular del medio con SRH con respecto al control (SRN).

La contraposicién de los resultados obtenidos por este grupo con respecto a los
nuestros puede ser explicada tal vez por error metodologico o por haber llegado las células
sembradas en placa a la confluencia tras haber estado 72 horas. Como ellos mismos indican,
sus resultados muestran que las células CC-531 expresan un patron de RNAm de Receptores
de Factores de Crecimiento que podria permitir la estimulacion del crecimiento de estas células
por los Factores de Crecimiento producidos por el higado al regenerarse. Esta afirmacion se
contradice con sus propios resultados de proliferacion celular en placa. Tal vez un estudio del
crecimiento celular a intervalos de tiempo inferiores a las 72 horas hubiesen aportado una

informacién mas esclarecedora.
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1.2. Factores de Crecimiento y proliferacion celular

Una vez demostrado que la cirugia de reseccion hepética conlleva un proceso de
regeneracion del higado durante el cual se liberan Factores de Crecimiento que estimulan el
crecimiento de las células cancerigenas remanentes en el higado, se procedié al estudio in

vitro del efecto indiviadualizado de los Factores de Crecimiento sobre las células.

Tras el estudio de los efectos sobre los cultivos de diversas concentraciones del Factor
de Crecimiento Hepatocitario (HGF), se observd que la adicion del factor HGF (7,5 ngr/ml)
producia un efecto estimulatorio de la proliferacién celular en placa. Otros grupos de
investigacion han obtenido resultados similares, demostrando la capacidad estimulatoria de la
proliferacion celular del HGF en diversas lineas celulares como en células pancreéticas (207),
de adenocarcinoma géstrico (208) o de cdélon (209, 210), cancer de vejiga (211), hepatocitos
(109; 212) etc. mediante diversas experiencias in vitro. Merece la pena destacar que la
concentracién a la que el HGF ha resultado eficaz es muy similar a la que se puede encontrar

en el suero de pacientes sometidos a importantes resecciones hepaticas (209).

El siguiente factor de crecimiento que se adicion6 a los cultivos con el fin de observar
su posible efecto proliferativo sobre los mismos, fue el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF). Concentraciones cercanas a 10 ngr/ml producian un estimulo proliferativo sobre las
células ACC-531 en comparacién a las sin tratar. Otros autores demostraron con anterioridad
este efecto del EGF sobre otros cultivos celulares como es el caso del grupo C. Kent Osborne
el cual demostro el efecto estimulatorio del EGF sobre cultivos de células de cancer de mama
humano (213).

En tercer lugar, se evalud el efecto sobre los cultivos del Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF). Se observé que concentraciones del orden de 5-10 ngr/mi
estimulaban los cultivos celulares. Estos resultados corroboran los ya obtenidos por otros
grupos en los que sefialan al PDGF como factor estimulante del crecimiento celular y la
angiogénesis. Lee SW et al. demostraron que cultivos celulares de cancer de célon C-26
cultivados con medio complementado con suero extraido de ratones Balb/C hembras
laparotomizadas proliferaban en mayor medida que los cultivos control. Ademas, observaron
que dicho estimulo era producido por el aumento en la concentracion del factor PDGF en el
suero (214). En otro estudio llevado a cabo por un grupo japonés en el cual se cultivaban
miofibroblastos y células endoteliales en placas de 24 pocillos con diversas concentraciones
del factor en el medio de cultivo, se demostré que el PDGF (5 6 10 ngr/ml) inducia un estimulo

del crecimiento de la capilaridad (215).
Se continu6é el estudio utilizando en esta ocasiéon el Factor de Crecimiento

Fibroblastico Béasico (FGFb), confirmando que el FGFb, a una concentracion de 2,5-5 ngr/ml,

producia un efecto estimulatorio en la proliferacién de los cultivos con células ACC-531.
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Resultadados similares se han obtenido también en otras lineas celulares, como en las células
mesoteliales de ovario con las que Emilia Pierro et al. demostraron el efecto potenciador de la
proliferacion del FGFb (10 ngr/ml) al cultivarlas en su presencia (216). Otro grupo de
investigacién demostré que células de adenoma paratiroideo cultivadas en placas de 12
pocillos aumentaban su ritmo proliferativo al ser estimuladas por el factor FGFb (10 ngr/ml)
(217).

Finalmente, se evalud el efecto del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
(VEGF), obteniendo nuevamente una estimulacion de la proliferacién de nuestras células
mediante la adicion al medio de concentraciones de VEGF en torno a 7,5 ngr/ml. Utilizando
lineas celulares distintas a la empleada por nosotros pero obteniendo resultados similares,
otros grupos de investigacién han demostrado también la capacidad que el VEGF posee en la
estimulacién de la proliferacién celular. EI mismo grupo que demostré el efecto proliferativo del
FGFb sobre las células de adenoma paratiroideo demostré igualmente el efecto del VEGF
sobre esta linea celular de adenoma. En su caso, la concentracién dptima del factor resulté ser
de 20 ngr/ml (217). Por otra parte, en las revisiones llevadas a cabo por Napoleone Ferrara,
este autor describe el factor VEGF, confirmando su actividad como agente inductor de

mitogénesis y angiogénesis entre otras (218,219).

1.3. Efecto del ATRA sobre la proliferacion celular

Una vez demostrada la capacidad que tienen los Factores de Crecimiento HGF, EGF,
PDGF, FGFb y VEGF de estimular por si solos los cultivos celulares in vitro de ACC-531, se
procedio a estudiar el comportamiento de las células tumorales adicionando al medio de cultivo
el farmaco all-trans retinoico (ATRA). Tras un primer estudio de los efectos de diversas
concentraciones del farmaco en medio con SRN 5% (equivalente al 10% del estandar SFB), se
observo que la concentracion de 10 uM producia un efecto inhibidor, llegandose a las 72 horas
a recuentos celulares cercanos a la mitad de los del cultivo sin tratar. Por otra parte, se vié que
concentraciones bajas de ATRA producian un leve efecto potenciador de la proliferacion

celular.

Este efecto inhibidor de la proliferacién celular in vitro originado por el ATRA ha sido
constatado en diversas lineas celulares: células cancerosas de pancreas humano (220, 221),
células de cancer de ovario (222), células de hepatoma humano, cdncer de mama y de pulmén
(223), células Miller de rata (224) o queratinocitos (225), entre otras. Con respecto al tipo
celular de cancer de colon, otros autores han sefialado también la capacidad inhibitoria del
ATRA sobre los cultivos in vitro con concentraciones similares a las utilizadas por nuestro
grupo. Eun Young Park et al. sembrando células de adenoma colorrectal HCT-15 en placas de
12 pocillos con medios a los que se les habia afiadido concentraciones crecientes de ATRA

(0,1, 1 y 10 uM), demostraron que el farmaco producia una inhibicién de la proliferacion,

201



Ifaki Diaz Sanz Discusion

llegandose a las 96 horas de su adicién al medio a recuentos cercanos a la mitad de los del

cultivo control (226).

No obstante, hay estudios que demuestran que no todas las lineas celulares son
susceptibles de ver disminuida su proliferacion a causa del ATRA, como es el caso de las
lineas de cancer de colon humano HCT-116, SW620 o la linea WIiDR (226). Ciertas lineas
celulares pueden incluso llegar a ver aumentado su ritmo proliferativo como consecuencia de la
adicién de ATRA al medio, como resulta en el caso de la linea MC-26 de cancer de colon. En
este estudio, las células MC-26 fueron cultivadas durante 4 dias en presencia de
concentraciones crecientes de ATRA (10™°- 10 M). El resultado fue que las células cultivadas
con el farmaco vieron estimulada su proliferacion de manera dosis-dependiente, con un efecto
maximo (~50% por encima de los recuentos del cultivo control) con la concentracién de 10° M
de ATRA (227).

Con el fin de evaluar el efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con los Factores de
Crecimiento, y puesto que en dichos experimentos la concentracion de SRN se ve reducida al
0,5%, previamente se realizaron una serie de experiencias con concentraciones decrecientes
de SRN y ATRA. El efecto del ATRA 10 uM no produjo cambios significativos en la proliferacién
celular al reducir la concentracion de SRN a la mitad (2,5%). Por su parte, la concentracion de
ATRA 5 pM mostré un efecto antiproliferativo que no se di6 con SRN 5% en el medio. Estos
resultados evidencian la dependencia entre las concentraciones de ATRA y suero, siendo el
estimulo antiproliferativo del ATRA inversamente proporcional a la concentracion de suero en el
medio de cultivo. Posteriormente, se redujo la concentracién del suero al 1%, obteniéndose
resultados similares.

Finalmente se estudi6 el efecto del ATRA sobre cultivos con la concentracion mas baja
de SRN, 0,5%. Las dos concentraciones de ATRA mostraron un efecto antiproliferativo muy
superior, produciendo las concentraciénes de 5 uM y 10 uM una reduccion del 25% y del 50%
respectivamente, en comparacioén al cultivo control; datos que corroboran la afirmacion anterior
consistente en el hecho de que la progresiva reduccién de la concentracién del SRN en el
cultivo se acompafia de un incremento progresivo en la sensibilidad de las células ACC-531
frente al ATRA.

Dado que la mayoria de los experimentos se debian realizar en medio enriquezido con
SRN al 0,5%, se amplié el espectro de concentraciones de ATRA. De este modo, se observo
que concentraciones infimas de ATRA (0,01 y 0,005 uM) estimulaban el crecimiento de los
cultivos mientras que concentraciones altas del farmaco (15 y 20 pM) inhibian el crecimiento
celular, obteniéndose recuentos celulares muy por debajo del control. Estas observaciones
resultan dificiles de contrastar con otros grupos de investigacion debido a la escasa bibliografia

existente al respecto.
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Una vez analizado el efecto del farmaco sobre las células cultivadas en condiciones
normales, se procedié a enriquecer los cultivos con SRH a diferentes concentraciones. Puesto
que la primera concentracién de suero a la que se observaron diferencias entre el SRN y el
SRH fue la de 2,5%, se comenzd con ella puesto que el objetivo era comprobar si el ATRA era
capaz de reducir el efecto estimulatorio del SRH frente al SRN. Se estudiaron concentraciones
de ATRA de 1, 5y 10 pM, resultando una inhibicién significativa de los cultivos Ginicamente con
la dltima. Al disminuir la concentracion de SRH al 1%, las concentraciones de 5 y 10 uM
producen una disminucién de la proliferacion celular; si bien, ésta resulta mas acentuada con la
concentraciéon mayor. Finalmente, con la concentracién de SRH al 0,5%, dado que es la
concentracién con la que se van a realizar la mayoria de las experiencias, se estudiaron tres
concentraciones diferentes de ATRA: 0.05, 5 y 10 uM. En esta ocasion, la concentracion mas
baja de ATRA produjo un efecto estimulatorio de la proliferacién celular, mientras que la
concentracién de 5 uM redujo la proliferacion de las células a valores cercanos a la mitad del
control. Por su parte, la concentracién mas alta del farmaco resulté excesiva para los cultivos,

bloqueando en su totalidad el crecimiento celular.

Nuevamente se puede observar el efecto dosis dependiente del ATRA y la importancia
de la concentracién de suero en el medio. A medida que se disminuye la concentracion de SRH

en el medio, las células se muestran mas sensibles al ATRA.

A raiz de los resultados, se opt6 por utilizar la concentracion de 5 uM de ATRA en las
sucesivas experiencias. Concentracién que, por otra parte, se enmarca dentro de los valores

no téxicos del farmaco en cuestion (177).

1.4. Efecto del ATRA sobre el estimulo producido por los FC

Tras establecer las concentraciones éptimas de ATRA (5 uM) y de suero (0,5%), se
procediod al estudio de los efectos del farmaco sobre cultivos estimulados con los Factores de
Crecimiento de manera individual.

Comenzando con el factor HGF en su 6ptima concentracion (7,5 ngr/ml), se observo
que el ATRA producia un efecto inhibidor sobre aquellos cultivos a los que se afadia, llegando
a valores de recuentos celulares inferiores a los cultivos sin tratar con ATRA ni con factor. Si
bien este efecto se puso de manifiesto en las experiencias valoradas mediante la lectura de
absorbancia por MTT o mediante lector XCELLigence, result6 mucho mas evidente cuando el
recuento celular se llevd a cavo mediante el lector NucleoCounter. Estas diferencias son
debidas a las propias limitaciones de cada técnica en particular, como pueden ser el rango de
absorbancias en el que resulta fiable la grafica con el MTT, los cambios en las propiedades y

caracteristicas entre placas de 96 pocillos (MTT y xCELLigence) y de 24 pocillos
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(Hemocitémetro y NucleoCounter), etc (228). No obstante, nadie duda de la utilidad de estas
técnicas a la hora de estimar el recuento de poblaciones celulares reducidas. Muchos son los
grupos de investigacion que se valen de estas técnicas, como es el caso de un grupo germano
que se valié del uso del hemocitometro, ensayo del MTT y ensayo de la incorporacién de [3H]-
timidina para estudiar los efectos de los factores de crecimiento en la proliferacion de los
queratinocitos y fibroblastos humanos in vitro (229). Otro ejemplo lo tenemos en el trabajo
llevado a cabo por Dimpalkumar Shah y colaboradores en el que defienden el uso del
NucleoCounter como técnica eficiente frente a otras, para la determinacién del nimero de

células asi como de la viabilidad de las mismas en cultivos de células animales (230).

En el caso del Factor de Crecimiento EGF (5 ngr/ml y 10 ngr/ml), los cultivos tratados
con el farmaco ATRA (5 uM) mostraron una disminucién de la proliferacién en comparacién con
aquellos no tratados. El ATRA inhibi6 de manera significativa el efecto proliferativo ejercido
sobre las células por el FC en sus dos concentraciones éptimas. Existen diversos estudios que
tratan de aclarar las bases moleculares por las que el ATRA inhibe la proliferacién in vitro de
células estimuladas con EGF, como es el caso del grupo chino de Fei Liu et al., que utilizando
la linea humana de hepatocarcinoma 7721 demostrdé que la expresion del gen supresor de
metastasis nm23-H1 aumenta en presencia del ATRA (1-10 uM) y que disminuye en presencia
del EGF (10-20 ngr/ml) (231).

El siguiente factor que se utilizé fue el PDGF, en las concentraciones de 5y 10 ngr/ml.
En ambos casos, la adicién del ATRA al medio de cultivo produjo un efecto inhibitorio de la
proliferacion celular, siendo ademas este efecto mucho mas marcado que con los factores de
crecimiento anteriores. Se han obtenido resultados similares con otras lineas celulares, como
son las células del musculo liso. Miano et al. utilizando cultivos de células vasculares de
musculo liso en placas multipocillo con medios con o sin ATRA (2x10"6 mol/L) en presencia o en
ausencia de PDGF (10 ngr/ml) demostraron que el ATRA es capaz de modular la sintesis de
ADN estimulada por el factor PDGF de manera dosis-dependiente (232). Otros grupos también
han obtenido resultados similares, como es el caso Wakino et al., quines han realizado cultivos
de células de musculo liso de arteria coronaria humana, con concentraciones variables de
ATRA (0,002, 0,02, 0,2 y 2 pM) y de PDGF ( 20ngr/ml) (233). Queda confirmada de esta
manera la capacidad que posee el farmaco ATRA de inhibir la proliferacion de cultivos
celulares estimulados con el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas y que ademas, esta

inhibicién se produce de manera dosis-dependiente.

A continuacién se llevaron acabo experimentos en los que se cultivaron células en
medios a los que se les habia afiadido el factor FGFb y ATRA. Las concentraciones utilizadas
para el FGFb fueron 2,5, 5 y 10 ngr/ml, y para ATRA 5 pM. En esta ocasion también se
demostro la inhibicién de la proliferacion producida al afiadir el ATRA a los cultivos estimulados

con las diversas concentraciones de FGFb. Diversos grupos han trabajado en este respecto si
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bien, con experiencias y lineas celulares diferentes. Asi, Kosaka et al. estudiaron las
interacciones en el ciclo celular del ATRA y FGFb mediante cultivos de células de musculo liso
de vasos sanguineos. Para ello, pre-trataron a las células durante 48 horas con ATRA (10
102, 10" y 1 pM) y posteriormente las estimularon con el factor FGFb (10 ngr/ml). Observaron
que las células que habian sido pretratadas con ATRA mostraban una menor sintesis de ADN y
que esta inhibicion de la sintesis de ADN era dosis-dependiente del ATRA, siendo mayor con la

concentracion 1 uM (234).

En dltimo lugar, se estudi6 el efecto de afiadir VEGF (7,5 ngr/ml) y ATRA ( 5uM) a los
cultivos de ACC-531. El efecto inhibidor del ATRA sobre nuestra linea celular estimulada con el
factor quedd nuevamente confirmado. La accion del Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular sobre los cultivos celulares asi como su interaccion con el ATRA ha sido estudiada
también por otros grupos de investigacion, confirmando su efecto antiprolifartivo. En un estudio
realizado con la linea celular NB4 de leucemia promielocitica aguda, se observd que la adicion
al medio de cultivo de ATRA (10'6M) durante tres dias, originaba un drastico descenso en la
produccion de VEGF por parte de las células (235).

1.5. Persistencia del efecto del ATRA sobre las células CC-531

A la vista de los resultados obtenidos queda confirmada la inhibicién ejercida por el
ATRA sobre los cultivos celulares de ACC-531 en medios con SRN, SRH o con Factores de
Crecimiento. Llegados a este punto, nos preguntamos si este efecto antiproliferativo es 0 no

duradero ya que pueden producirse resistencias.

Es por ello por lo que se decidi6 pre-tratar a las células en cultivo con ATRA (0,005 uM,
10 pM y 15 pM) complementando el medio con SFB 10%. Tras tres dias, las células fueron
sembradas en placas de 96 pocillos con medio libre de ATRA y SFB 10%. Pasadas 24 horas, a
cada grupo de células pretratadas se les cambié el medio por otro con las mismas

concentraciones del farmaco pero suplementando el medio con SRN 0,5%.

A raiz de los resultados, se puede afirmar que el pre-tratamiento con ATRA (10 6 15
uM) induce un freno de 24 horas en la proliferacion tras retirar el ATRA. A las 48 horas, el
indice de proliferaciébn aumenta con respecto a los no pre-tratados, mientras que a las 72 horas
el indice de proliferacién es igual a los no pre-tratados. Estos datos sugieren que el efecto del
ATRA sobre las células ACC-531 es temporal, es decir, s6lo se manifiesta mientras dura su

presencia en el medio de cultivo.
Por otra parte, el tratamiento posterior de los cultivos con ATRA 0,005 pM no produjo

un cambio significativo con respecto al cultivo sin ATRA. La adicion a los cultivos del farmaco a

las concentraciones de 10 y 15 uM produjo una disminucion de la velocidad de proliferacion de
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las células, llegando incluso a mermar los cultivos. En las células pre-tratadas con ATRA 10 y

15 uM la caida resulté mas pronunciada.

Con el objetivo de comprobar si esto era asi independientemente del tiempo de
exposicion al farmaco (pre-tratamiento), se sometieron las células al efecto del ATRA (0,05, 10
y 15 pM) durante un periodo mas largo de tiempo: seis dias. En este caso, no se observé ese
retraso en la proliferacion en las células pre-tratadas con ATRA 10 uM y 15 uM que se aprecio
en el pre-tratamiento de 3 dias de duracion. Si se observé en cambio un aumento del indice de
Proliferacion a las 72 horas de la células pre-tratadas con respecto al control. Nuevamente, el
cultivo con una concentracion infima de ATRA (0,05 uM) no produjo cambios significativos con
respecto a las células no tratadas. No obstante, centrandonos en el indice Proliferativo de los
cultivos a las 72 horas, se observo un mayor crecimiento de las células pre-tratadas con ATRA
con respecto al control SFB 10%. Por su parte, la proliferacion posterior de los cultivos en
medios con ATRA 10 y 15 uM sufrié un aplanamiento con respecto al cultivo control, llegando

esta Ultima concentracion a ser nociva para las células.

Varios grupos de investigacion han llevado a cabo estudios tanto in vivo como in vitro
del efecto de la accion continuada en el tiempo del farmaco ATRA. Esto es debido, en dltimo
lugar, al hecho desafortunado de que en la quimioterapia basada en el uso del ATRA contra
diversos tipos de canceres, se produce la aparicion de resistencias a la misma (236-238; 239,
240). Segun diversos estudios, aunque el ATRA es un agente muy eficaz, como lo es en el
caso de la leucemia promielocitica aguda, cuando el ATRA se administra como agente
mantenido de forma diaria casi siempre se desarrolla resistencia. El mecanismo exacto de la
resistencia al ATRA en casos como la leucemia continla sin determinarse, si bien se han
descrito varios mecanismos posibles. Unos se basan en la necesidad de alcanzar una
concentracién umbral de ATRA libre en la zona de los receptores nucleares y ligandos de los
receptores que se requieren para activar genes diana. De este modo, la resistencia al farmaco
podria darse como un resultado de: una alteracién del receptor del acido retinoico RAR, una
concentracion insuficiente de ATRA o bien como alteraciones en los mecanismos intracelulares

que regulan la unién del 4cido retinoico y su metabolismo (240).

1.6. Efecto del 5-FU sobre los cultivos CC-531

Con el proposito de mejorar la eficacia del tratamiento lograda con el ATRA, se propuso

la utilizacion conjunta de un quimioterapico convencional, como es el 5-Fluorouracilo (5-FU).

Del estudio de un amplio rango de concentraciones de 5-FU sobre cultivos con medios
complementados con SFB al 20% (estandar) se obtuvo que el efecto antiproliferativo del
guimioterapico en nuestros cultivos de ACC-531 resultaba ser dependiente de la dosis al

guimioterapico asi como del tiempo de exposicion al mismo. Concentraciones cercanas al 0,25
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pgr/ml durante 24 horas lograban reducir en mas de un 50% el recuento celular al final de la
experiencia (72 horas). No obstante, la concentracion asi como la duracién de exposicion al
farmaco varia en la bibliografia segun el grupo, el tipo de linea celular o el tiempo de exposicion
al farmaco. Segun un estudio realizado con la linea celular de carcinoma de colon HT-29, se
consigue una ihibicion de la proliferacion similar a la nuestra con concentraciones de 5-FU
cercanas a 50-100 pgr/ml durante 48 horas de exposicién (241). No obstante, otro estudio
llevado a cabo con la linea celular de cancer de colon WiDR, muestra como concentraciones
de 5-FU proximas a 0,5 pgr/ml durante 24 horas de exposicion al cultivo producian la misma

inhibiéon de la proliferacion (242).

En un siguiente paso, se estudié el efecto del 5-FU sobre los cultivos complementados
con el suero obtenido de ratas. Se utilizaron las concentraciones de 2,5% y 0,5%, ya que
fueron las dos concentraciones con las que las células mostraron mayor proliferacion con SRH

que con SRN.

En esta ocasion, se observé como al sustituir el SFB por SRN (2,5%) en los medios de
los cultivos de ACC-531, el 5-FU mostraba una menor capacidad de inhibicién de la
proliferacion celular, llegando a la concentracién de 0,5 pgr/ml a una inhibicién del 33,52%. A
raiz de las abservaciones se deduce nuevamente como el SRN estimula en mayor medida
nuestros cultivos en comparacion al SFB. Reduciendo la presencia en los medios celulares del
SRN a concentraciones infimas (0,5%), el 5-FU 0,5 pgr/ml produce una mayor inhibicion celular

que con el SRN 2,5%, llegando a valores del 45,96% de inhibicién.

Con el fin de comprobar si el efecto inhibitorio del 5-FU (0,5 pgr/ml) se repetia en
cultivos estimulados, los medios de cultivo se complementaron con SRH. En un primer lugar, se
utilizé la concentracion de suero de 2,5%, confirmandose la capacidad inhibitoria del
quimioterapico asi como la dosis-dependencia de la misma. Al reducir la concentracién del
suero al 0,5% se observé como el 5-FU producia una inhibién del 41,14%, inhibicion menor que

la que se produce con el SRN ademéas de mostrar su dosis-dependencia.

En conclusion, se observé que el 5-FU producia un mayor efecto inhibidor de la
proliferacion en cultivos enriquecidos con SFB que con SRN y que a su vez, esta inhibicion con
SRN era mayor que con SRH. Por otra parte, la accién del 5-FU en cada caso era dosis-
dependiente, de manera que a mayor concentracion de quimioterapico mayor inhibiciéon se
daba en los cultivos. Para la linea celular en cuestiéon de ACC-531, concentraciones del orden
de 0,4 - 0,5 ugr/ml mostraban una inhibicidon de los cultivos cercana a la mitad del cultivo
control. En lo sucesivo, con el fin de combinar en el medio celular el farmaco ATRA vy el

quimioterapico 5-FU, se optd por utilizar una concentracion de 5-FU mas baja: 0,4ugr/ml.
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En un siguiente paso, se evalué el efecto de la adicién de 5-FU a cultivos estimulados

con los Factores de Crecimiento en sus concentraciones 6ptimas.

Comenzando por el HGF, aquellos cultivos que ademas del factor llevaban en el medio
el quimioterapico mostraron una clara inhibicién proliferativa a partir de las primeras 24 horas
desde su exposicion. Queda demostrado asi la capacidad antiproliferativa del 5-FU incluso en
cultivos estimulados por el factor HGF. Anteriormente nuestro grupo comprob6 este hecho con
otra linea celular como la WIDR de céncer de colon (242, 243).

Resultados similares se obtienen al sustituir el factor HGF por el factor EGF, el cual, en
sus optimas concentraciones (5 y 10 ngr/ml) estimula la prolifercién de las células en cultivo.
Sin embargo, la adicién conjunta del quimioterapico al medio junto con el EGF, produce un
efecto inhibidor sobre los cultivos de ACC-531. Resultados similares han obtenido otros autores
con otras lineas, corroborando lo descubierto por nuestro grupo, como es el caso de células de
cancer de colon WIiDR (242) 6 células endoteliales de cérnea de conejo. En este ultimo,
sembrando las células en placas de 24 pocillos las expusieron al quimioterapico 5-FU (10
pgr/ml) y al factor EGF (10 ngr/ml) durante 7 dias. Los cultivos con EGF libres de 5-FU
estimularon la proliferaciébn en un 70% en comparacion al cultivo control, obteniéndose
resultados similares al realizar recuentos por hemocitdmetro o mediante Coulter Counter. La
concentracién de EGF 1 ngr/ml resulté ser inactiva. La adicion al medio de 5-FU inhibi6 el
efecto del EGF sin muestras de toxicidad para dichas células, la cual tenia lugar a
concentraciones mayores de 100 pgr/ml (244).

El siguiente factor estudiado fue el PDGF en sus éptimas concentraciones (5, 7,5y 10
ngr/ml). En todas ellas, la adicion al medio del quimioterapico 5-FU ejercié un efecto
antiproliferativo de los cultivos celulares de ACC-531, evidente a partir de las primeras 24 horas
desde su exposicién. Otros grupos han trabajo en su incidencia en los cultivos de diversas
lineas celulares en los que afadian ademas inhibidores del receptor PDGFR (245) o quimio-

sensibilizadores de fArmacos antitumorales (246) incrementando asi su efecto antiproliferativo.

Por otra parte, el Factor de Crecimiento FGFb también vié inhibido su efecto
estimulatorio de la proliferacién celular al adicionar al medio el quimioterapico 5-FU. En los tres
casos en los que se afiadié al medio el FGFb en sus concentraciones 6ptimas (2,5, 5y 10
ngr/ml) el 5-FU 0,4 ugr/ml fue capaz de inhibir notablemente el efecto del factor sobre las
células a partir de las primeras 24 horas de su adicion al medio de cultivo. Grupos de
investigacion que trabajan en lineas celulares diferentes a las nuestras corroboran este efecto
antiproliferativo del 5-FU como es el caso del grupo de Im et al. En dicho trabajo, demostraron
que el 5-FU (1 y 10 uM) ejercia un efecto anti-proliferativo sobre cultivos estimulados con el
factor FGFb (10 ngr/ml) en cultivos celulares de la linea C2C12 de células pluripotenciales de

precursores mesenquimales (247). Por otra parte, un trabajo llevado a cabo por Raymond et al.

208



Ifaki Diaz Sanz Discusion

con células endoteliales de coérnea de conejo, demostré que el 5-FU 10 ugr/ml inhibia el
estimulo proliferativo producido por el FGF (25 ng/ml), el cual era capaz de estimular la

proliferacion celular hasta un 20% mas que el control en medio libre de 5-FU (244).

Finalmente, se evalué el efecto de la adicién conjunta al medio celular sobre los
cultivos de ACC-531 del 5-FU y del factor VEGF (7,5 y 10 ngr/ml). Nuevamente, al afiadir al
medio celular el quimioterapico se observo la inhibicion de los cultivos estimulados por el factor.
Tras las primeras 24 horas desde su exposicion al cultivo, las células con el 5-FU en el medio
ven inhibido el efecto proliferativo proporcionado por el factor. Estos datos son corroborados
por los resultados a los que llegaron otros grupos de investigacion en lineas celulares como la

linea WIiDR de cancer de colon (242) o con la linea celular de endotelio pulmonar (248).

En conclusién, se observé que el quimioterapico 5-FU era capaz de inhibir el efecto
proliferativo de cada uno de los Factores de Crecimiento empleados en el estimulo de los

cultivos de manera individual.

1.7. Efecto del ATRA asociado a 5-FU

En dltimo lugar, se disefiaron una serie de experiencias con el fin de observar el efecto
combinado del ATRA y 5-FU sobre los cultivos de ACC-531.

En un principio, se estudid su efecto sobre cultivos celulares con medios
complementados con SRN al 0,5% sin estimular. Se evalu6 el efecto de la accién conjunta de
ambos a las concentraciones de 0,4 pgr/ml de 5-FU y 5y 10 uM de ATRA. Como era de
esperar, la accion combinada del 5-FU y la menor de las concentraciones de ATRA origind una
disminucién de la proliferacion con respecto al cultivo control del 68,5%, superior a la producida
por ambos de maner individual. Por su parte, la combinacion con ATRA 10 uM produjo una
inhibicion del 91,16%.

Atendiendo a la bibliografia, pocos son los grupos que han investigado en este a&mbito.
Los efectos de la adicién conjunta y simultanea del farmaco y el quimioterapico en el medio
celular in vitro ha sido escasamente estudiado. No obstante existen ciertos estudios como los
llevados a cabo por dos grupos de China y Japo6n. En el primero, demuestran que el ATRA es
capaz de aumentar la sensibilidad a los farmacos como el 5-FU 6 MMC mediante cultivos de
células LoVo de cancer de colon en placa (249). El segundo grupo demuestra a nivel molecular
la utilidad de sumisnistrar conjuntamente ATRA y 5-FU en la quimioradioterapia (FAR therapy)

mediante estudios in vitro con dos lineas celulares de carcinoma de cuello y cabeza (250).
El siguiente paso consistid en evaluar el efecto combinado de ambos en cultivos

celulares con SRH. En esta ocasion, debido a que el SRH supone un estimulo proliferativo para

las células ACC-531, se ampli6 el rango de concentraciones a utilizar de Suero, ATRA y 5-FU.
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El objetivo era aproximar la combinaciéon de concentraciones de farmacos de manera que se

redujera a la mitad la proliferacién del cultivo control.

Primeramente, se estudio6 el efecto del ATRA y 5-FU en medios enriquecidos con SRH
al 2,5%. La concentracion de ATRA fue de 10 uM mientras que para el 5-FU se emplearon una
serie de concentraciones (0,3, 0,4 y 0,5 pgr/ml). Como cabia esperar, el medio que contiene la
combinacion de farmacos produce una mayor inhibicién de la proliferacion de las células ACC-
531 que cada uno de forma individual. De este modo, queda confirmado el efecto aditivo de
ambos farmacos.

A continuacién, se procedié a evaluar el efecto sobre la proliferacién celular del 5-FU
(mismas concentraciones) y el ATRA a la concentracién menor de 5 uM. La adicién al medio de
cultivo enriquecido con SRH al 2,5% de la combinacién de estos dos farmacos se vio seguida
de una disminucion de la velocidad proliferativa de las células con respecto al control y a
ambos por separado. Ademdas, se observdé que la disminuciébn era proporcional a la
concentraciéon de 5-FU, siendo mayor la inhibicién del crecimiento cuanto mayor era la

concentracion del 5-FU en combinacion con ATRA.

Posteriormente, se redujo la concentracion de SRH al 0,5%. Al reducir a una
concentracion infima el SRH presente en el medio celular, Gnicamente se estudid el efecto
combinado de los dos farmacos con las concentraciones de 5 uM de ATRA y 0,4 pgr/ml de 5-
FU. Nuevamente se comprobé que la adicidon conjunta al medio de los fdrmacos producia una

mayor inhibicion del crecimiento celular que cada uno por separado.

En resumen se observd que, la accién conjunta de ATRA y 5-FU resultaba ser un
estimulo anti-proliferativo mayor que ambos por separado. Ademas, este efecto era
directamente proporcional a la concentracién del/los farmacos e inversamente proporcional a la

concentracion del suero en el medio.

El Gltimo grupo de series experimentales tuvo como objetivo ebaluar el efecto sobre las
células ACC-531 estimuladas con los Factores de Crecimiento de la adicién al medio de cultivo
de los farmacos ATRA y 5-FU.

Primeramente, se estudié el efecto del ATRA 5 pM y 5-FU 0,4 pgr/ml sobre cultivos
estimulados con el factor HGF 7,5 ngr/ml en medios complementados con SRN al 0,5%. Los
cultivos con 5-FU y ATRA en el medio por sepado o juntos produjeron un freno a la
proliferacion de las células estimuladas por el factor llegando a valores inferiores incluso a los
del cultivo sin tratar. La mayor inhibicion de la proliferacion se vié en el cultivo con ambos

farmacos en el medio. Reiteradamente se observo que la suma de ambos en el medio celular
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producia una mayor inhibicién que ambos por separado. Se obtuvieron resultados similares al

aumentar la concentracion del 5-FU a 0,5 pgr/ml y manteniendo el resto de concentraciones.

Posteriormente, se aumento la concentracion de ATRA a 10 uM y se evalud su efecto
en combinacion con el 5-FU 0,4 ugr/ml sobre los cultivos. Sin embargo, en esta ocasién la

suma de ambos farmacos resulté en una inhibicion completa del cultivo.

A raiz de los resultados obtenidos, se optd por utilizar con el resto de los Factores de
Crecimiento las concentraciones de ATRA 5 uM y 5-FU 0,4 ugr/ml, las cuales, sin llegar a

inhibir por completo al cultivo, muestran su efecto antiproliferativo.

No se han encontrado trabajos que hagan referencia (abalen o desmientan) el hecho
de que el uso combinado de los farmacos ATRA y 5-FU inhiba el crecimiento de cultivos
celulares estimulados con factores de crecimiento. No obstante, los resultados obtenidos se

muestran coherentes con lo desarrollado anteriormente.

El siguiente factor al que se evalué su accién al combinarlo en el medio de cultivo con
los farmacos fue el Factor de Crecimiento Epidérmico. En la concentracién de 10 ngr/ml (con la
que se dieron los mejores resultados), al afiadir al medio ambos farmacos, éstos produjeron
una inhibicién del efecto estimulador del Factor a las 72 horas del 62%. Por su parte, la

inhibicién de ambos por separado disminuye al 45,25%.

En conclusién, la adicion conjunta de ATRA y 5-FU en los medios celulares produce
una disminucion de la proliferacién celular mayor que la que se da con cada uno de ellos por

separado, si bien esta disminucién no resulta sinérgica.

Al utilizar el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas se obtuvieron resultados
similares. En sus tres concentraciones ensayadas (5, 7,5 y 10 ngr/ml) su efecto proliferativo
sobre las células ACC-531 se vio disminuido por la adicién al medio del ATRA y/o 5-FU. En
todas ellas, la combinacion de ATRA y 5-FU resulté méas efectiva en la inhibicién del estimulo
del PDGF, si bien con las dos concentraciones méas bajas del Factor, el ATRA por si sélo fue

capaz de inhibir de igual manera que conjuntamente con el 5-FU.

El pendltimo Factor de Crecimiento en ser utilizado en las experiencias fue el FGFb.
En las dos concentraciones del factor empleadas (5 y 7,5 ngr/ml) la combinacién conjunta de
ambos farmacos inhibié en su totalidad el crecimiento de las células desde el inicio de sus

adicién al medio.
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En este caso, la suma de ambos farmacos en las concentraciones de ATRA 5 uM y 5-

FU 0,4ugr/ml resultan excesivas para los cultivos de ACC-531.

Finalmente, se observo el efecto de la adicién al medio de ambos farmacos en cultivos
de ACC-531 estimulados por el Factor de Crecimiento VEGF (7,5 ngr/ml). En esta ocasion, si
bien la suma de ambos farmacos produce una mayor inhibicion que ambos por separado, no se
muestran diferencias significativas entre la inhicion por ATRA, por 5-FU o por ATRA y 5-FU. En
los tres casos, las curvas se aplanan en su totalidad desde el inicio de su exposicion a los
farmacos de manera conjunta o separada.

A raiz de los resultados, se deduce que tanto el ATRA como el 5-FU en los cultivos de
ACC-531 son capaces de inhibir parcial o totalmente el efecto estimulatorio de la proliferacion
producido por el Factor de Crecimiento en cuestion. Si bien esta inhibicién resulta mayor al

combinar de manera simultanea ambos farmacos en el medio celular.

Por otra parte, el efecto de los farmacos (de manera individual o conjunta) no se
muestra con igual intensidad en cada uno de los Factores de Crecimiento estudiados. En el
caso de los factores PDGF, FGFb y VEGF la combinacion de ATRA y 5-FU en el medio
suponen un freno a la proliferacion celular desde el mismo momento de su adicidon al medio,

aplanando en su totalidad las curvas proliferativas.

Por consiguiente, la eficacia en la inhibiciéon de la proliferacion de las células ACC-531
mediante el uso de estos dos farmacos dependera asi mismo del tipo y concentracion de suero
en el medio (SFB, SRN o SRH), de la concentracion de ATRA, de la concentracion de 5-FU, de
la adicion conjunta o separada de ambos farmacos, del tipo de Factor de Crecimiento y
concentracion en la que se haye en el medio, de los tiempos de exposicion de los farmacos a

los cultivos.

2. Estudios “in vivo”

Nuestros estudios “in vivo” se han centrado en tres aspectos. En primer lugar, constatar
en el modelo experimental que las células tumorales afincadas en los I6bulos hepaticos no
extirpados crecen mas deprisa que en los animales no sometidos a reseccién hepética. En
segundo lugar, hemos estudiado si el tratamiento con ATRA, que habia demostrado efecto
antiproliferativo en los cultivos, bloqueaba o frenaba el desarrollo de las metastasis hepéaticas
tras una reseccion parcial del drgano (similar a la que se efectia en la clinica). Por ultimo,
estudiamos si el tratamiento con ATRA modificaba en el animal el efecto de la quimioterapia

sobre la progresion de la enfermedad metastasica hepatica.
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2.1. Ajuste del modelo experimetal

En un primer lugar, observamos como la inoculacion en bazo de células de
adenocarcinoma de colon (ACC-531) derivaba en metastasis hepaticas (al sacrificar los
animales 30 dias después de la inoculacion tumoral). En conjunto, la eficacia media de la
inoculacién de células tumorales singénicas respecto a la formacion de focos tumorales en el
higado result6 ser del 63% (+ 0,15 DS). Porcentage que varia en otros grupos de investigaciéon
segun la via y la concentracion celular de la suspension a inocular elegidas (183). Como
ejemplo; un grupo de Noruega estudiando el efecto del Butirato asi como la vy-
Glutamiltransferasa y la Alcalina fosfatasa del suero durante la metastasis hepatica, lograron en
su modelo de rata WagRij que la totalidad de las ratas desarrollasen metastasis. Para ello
utilizaron la misma linea celular, ACC-531. La via de inyeccién fue el bazo, aunque la
concentracion celular a inyectar fue de 10° células, es decir, cuatro veces mas concentrada que
la utilizada por nuestro grupo (251,252). No obstante, a pesar de las limitaciones propias del
modelo, nadie discute las ventajas de la utilizacion de este tipo de modelos para el estudio de

las metastasis hepaticas.

2.2. Efecto de la reseccion hepatica sobre el desarrollo metastasico

Una vez optimizado y estandarizado nuestro modelo animal de metastasis hepaticas,
se llevaron a cabo hepatectomias del 40% (dia 10 tras inoculacion) con el fin de estudiar su
efecto sobre la recidiva tumoral, asi como para la extraccién de suero de rata hepatectomizada
para los estudios in vitro. Cabe sefalar también la reseccion del 70% llevada a cabo por otros
grupos con fines similares (203; 253-256), si bien en nuestro grupo no se realizaron puesto que

el interés del trabajo no se enmarca en una situacion extrema.

Centrandonos en aquellos animales en los que se desarrollaron focos tumorales, el
numero medio de focos macroscopicos detectados en el higado fue de 2,1 (+ 0,99 DS) en los
controles (laparotomia), frente a 7,0 (x 4,4 DS) en los animales sometidos a hepatectomia
parcial. Queda asi evidenciado el hecho de que la reseccibn hepatica estimula
significativamente (p=0,0016) el crecimiento de las células cancerigenas residuales en el
higado como ya se habia demostrado anteriormente en diversos estudios como el llevado a
cabo por un grupo australiano. En dicho trabajo, se examinaban los efectos de la reseccion
hepética del 37% y 70% sobre la regeneracion del higado y el crecimiento del céncer
colorrectal, llegando a la conclusion de que la reseccién no sélo estimula la recidiva del cancer
sino que ademas, ésta dependia, entre otros factores, de la extension de la hepatectomia
realizada (257). A pesar de las variantes existentes en el desarrollo del propio modelo animal,
el hecho de que la hepatectomia estimula la proliferacion de las células cancerigenas
remanentes en el higado no resecado es innegable, tanto en clinica como a nivel experimental
(139; 254; 258-261).
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Atendiendo al tamafio de las metastasis, se observa cémo dicho aumento ocurre con
independencia del tamafio de la metastasis a considerar. Al desglosar los resultados por
tamafios, se comprueba que en las tres categorias (<1mm; 1-3mm; >3mm) la hepatectomia
parcial del 40% se siguid de un incremento de entorno al 300% en el nimero de focos

macroscopicos.

2.3. Efecto del ATRA sobre el desarrollo metastasico

Como se ha comentado, la adicion de ATRA a medios que contienen un Factor de
Crecimiento concreto en su concentracién O6ptima o enriquecidos con SRH, inhibe la
proliferacion celular en dichos medios. El siguiente paso conllevaria a la comprobacion de si
dicho efecto tiene lugar también en un modelo animal. Otros grupos de investigacion han
demostrado con anterioridad este efecto antitumoral del acido retinoico en modelos animales
con otros tipos de lineas cancerigenas como glioblastomas (262), o leucemia promielocitica
aguda (263).

Nuestro grupo ya demostré previamente la efectividad del ATRA en un modelo de
metastatis hepaticas por rabdomiosarcoma, produciendo el tratamiento una reduccion de la

tasa de recidiva local del 70% al 33% (p < 0,05), aunque no afecté a su tamafio (177).

En cuanto al efecto que el acido retinoico tiene sobre las metastasis producidas por la
linea de Adenocarcinoma de Colon ACC-531, observamos que no hay una diferencia
significativa en el nUmero de metastasis en el higado. Sin embargo, analizando los diferentes
tamafios de metastasis por separado, comprobamos que el acido retinoico retarda el
crecimiento de las metastasis en el higado, ya que se reduce significativamente el nimero de

metastasis mayores de 3 mm.

Por otra parte, al valorar el efecto de este farmaco sobre la supervivencia,
comprobamos que el ATRA es capaz de retardar las primeras muertes, pero que no modifica

significativamente el conjunto de la curva de supervivencia.

Estos resultados son légicos si consideramos nuestros resultados acerca de la
persitencia del efecto antiproliferativo en las células en cultivo, asi como la experiencia clinica
en el tratamiento quimioterapico de las metastasis hepéticas: se consiguen aumentos en la

sobrevida, pero no se modifica la tasa de curaciones (264).
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2.4. Efecto del ATRA sobre el tratamiento con 5-FU

Las experiencias realizadas para estudiar “in vivo” las repercusiones que la
administracion peroperatorioa de ATRA pudiera tener sobre el tratamiento quimioterapico con
5-FU no han aportado resultados concluyentes.

El tratamiento de nuestros animales con 5-FU tuvo un efecto espectacular sobre el
desarrollo de las metastasis hepaticas, retrasando su aparicién (macroscépica) en mas de dos
semanas respecto a los animales no tratados. Sin embargo, desde el punto de vista de la
supervivencia de los animales, nuestro tratamiento no supuso ventaja alguna. Cabria discutir lo
adecuado de la dosis de 5-FU utilizada. Nuestra revision de la literatura aport6 diversas pautas
de tratamiento para modelos de oncologia en ratas, aunque pueden resumirse
fundamentalmente en dos tipos: aquellas que propugnan una administracion continuada del
farmaco a dosis muy bajas, y las que se basan en administracion de varios bolus distanciados
por un periodo de tiempo mas o menos amplio. El modelo escogido ha sido ampliamente
utilizado, si bien es cierto que unos grupos utilizan dosis de 100 mg/kg mientras que otros
utilizan dosis menores de 50 mg/kg. Nuestra experiencia con la dosis alta resultd letal para los
animales, por lo que nos decantamos por la dosis de 50 mg/kg; como se detalla en el apartado
de resultados, aun esta dosis mas baja produjo una fuerte toxicidad en los animales (si bien, se
recuperaron satisfactoriamente). El hecho de que el desarrollo inicial de las metastasis quede
notoriamente frenado por el 5-FU en nuestro modelo, sin que se afecte la supervivencia puede
deberse a que el tratamiento quimioterapico no se repitioé suficiente nimero de veces.

Por dltimo, la asociacion de ATRA y 5-FU “in vivo” no aporté resultados significativos.
Sin embargo, en nuestra opinién no puede concluirse una total ausencia de efectos, ya que el
modelo utilizado probablemente no resulte adecuado. Dados los buenos resultados obtenidos
con cada farmaco por separado, seria aconsejable realizar nuevos estudios en un modelo
tumoral més agresivo, que deje asi mas margen para mostrar un posible beneficio de la

asociacion de los dos tratamientos.

En todo caso, no conviene perder de vista, que la razén de ser del estudio no era tanto
buscar una potenciacion del efecto antiproliferativo del 5-FU mediante la adicion de ATRA, sino
comprobar que el tratamiento peroperatorio con ATRA no supondria una interferencia negativa

con el tratamiento quimioterapico convencional.
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A la luz de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral

pueden establecerse las siguientes conclusiones:

1. Los Factores de Crecimiento ensayados estimulan la proliferacion de
las células CC-531 en cultivo. Paralelamente, la reseccion de un
I6bulo hepético se sigue de un incremento del desarrollo de

metastasis hepaticas de estas células en la rata.

2. Estos Factores de Crecimiento disminuyen el efecto antiproliferativo
del 5-FU sobre los cultivos de CC-531.

3. El ATRA frena la proliferaciéon de las células CC-531 en cultivo; lo
gue se traduce en un retraso en el desarrollo de metastasis hepaticas
en rata (tras inoculacién esplécnica), que, sin embargo, no comporta

un incremento del periodo de supervivencia..

4. El ATRA revierte el efecto estimulador que los referidos Factores de
Crecimiento ejercen sobre los cultivos de células CC-531, asi como
el estimulo que la hepatectomia parcial ejerce sobre el desarrollo de
metéastasis hepética de CC-531 en la rata.

5. ElI ATRA refuerza el efecto antiproliferativo del 5-FU sobre los cultivos
de CC-531, sin que dicho efecto haya sido posible demostrarlo en las

experiencias in vivo.
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