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Efecto del ATRA sobre el estímulo 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 concentración de suero añadido a los cultivos hasta un 

0,5%, se estudió el efecto del ATRA sobre cultivos con concentraciones de SRH al 0,5%. En la 

figura 67 se muestran las curvas de proliferación celular de ACC-531 al complementar el medio 

con SRH al 0,5% y añadir ATRA a las concentraciones de 0,05, 5 y 10 µM. 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). 

 

 

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

 

 

En esta ocasión el ATRA 0,05 µM no produjo diferencias significativas con respecto al 

control en ningún momento de la curva de crecimiento ("Newman-Keuls Multiple Comparison 

Test", p>0,05). Sin embargo, las concentraciones de ATRA 5 y 10 µM redujeron 

significativamente la proliferación celular con respecto al control, con una significación a las 72 

horas de p<0,001 (Tabla 60). 

 

 

Tabla 60. Absorbancia de los pocillos por concentración de  ATRA 0,05, 5  y 10µM 

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 µM 0,170 0,290 0,306 0,393 

ATRA 5 µM 0,170 0,266 0,224 0,253 

ATRA 10 µM 0,170 0,191 0,077 0,059 
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La proliferación celular de la misma placa también se cuantificó por medio del lector 

NucleoCounter (fig. 68).  

 

 

 

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

 

 

En la figura 68 podemos observar como el ATRA 5 y 10 µM frenan la proliferación 

celular del cultivo de ACC-531, viéndose este efecto más acentuado con la concentración de 

ATRA mayor. Por el contrario a lo visto con el MTT, la concentración de ATRA 0,05 µM frena la 

proliferación celular durante las primeras 48 horas para, en las últimas 24 horas, mostrar un 

estímulo proliferativo mayor que el control (Tabla 61). 

 

 

Tabla 61. Número de células por concentración de  ATRA 0,05, 5  y 10µM 

y tiempo. (SRH 0,5%) 

 

Nº de Células 

  0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

Control 23.100 39.600 64.350 92.400 

ATRA 0,05 µM 23.100 26.400 42.900 150.150 

ATRA 5 µM 23.100 39.600 29.700 29.700 

ATRA 10 µM 23.100 26.400 < 16.500 < 16.500 

 

 

En una última experiencia con SRH al 0,5%,  se utilizó la concentración de ATRA 5 µM 

y se recurrió 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 µM sobre la proliferación celular (SRH y SRN al 0,5%). 

 

 

En esta ocasión, se produce nuevamente un efecto inhibitorio de la proliferación celular 

por parte del ATRA 5 µM si bien, en las primeras horas de exposición, 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 más claramente el efecto de los factores de crecimiento sobre la 

proliferación del cultivo, bajamos la concentración del SRN al 0,5% y utilizamos las 

concentraciones óptimas de los FC ya calculadas anteriormente. La concentración utilizada de 

ATRA es 5 µM, concentración a la que el cultivo celular control (con suero al 0,5%) muestra 

una inhibición del crecimiento de aproximadamente la mitad. 

 

Efecto del ATRA sobre el estímulo proporcionado por el Factor de Crecimiento 

Hepatocitario (HGF) 

 

Se realizó una experiencia por duplicado utilizando cultivos celulares enriquecidos con 

SRN 0,5% y HGF al 7,5ngr/ml como control y se evaluó el efecto del ATRA 5 M sobre ellos 

(fig. 70). 

 

 

 

 

 

 
ABSORBANCIA 

 
0 h 24 h 48 h 72 h 

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 

 
0 h 24 h 48 h 72 h 

SRN 0,086 0,131 0,199 0,312 

SRN + HGF 0,086 0,145 0,246 0,340 

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

 

 

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

 

 

Ambas experiencias mostraron el mismo efecto. Como se demostró 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 observó que la adición conjunta de HGF y 

ATRA en medio produce una reducción de la proliferación celular incluso a valores ligeramente 



Iñaki Díaz Sanz    Resultados 
 

 106 

inferiores al cultivo sin tratar con el factor (72 HORAS, SRN+HGF vs. SRN+HGF+ATRA: 

p<0,001 y p<0,05). 

 

Se repitió la experiencia midiendo en esta ocasión los resultados obtenidos mediante el 

lector NucleoCounter (fig. 71). 

 

Figura 71. Efecto del ATRA 5 M sobre la proliferación celular en medio complementado con SRN 0,5% 

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

 

 

Como muestra la figura 71 en esta ocasión el HGF estimula la proliferación si bien no 

se observa dicho efecto hasta las 72 horas de crecimiento. La adición conjunta de HGF y ATRA 

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

 

 

Tabla 62. Nº de células en función del medio (SRN 0,5%, HGF 7,5ngr/ml, ATRA 5 

M) y tiempo. 

 

Nº 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 continuación se utilizó 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 M  

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 µM sobre la proliferación 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 así como el efecto inhibidor del ATRA en comparación al cultivo control (SRN 0,5%). 

 

 

 

Efecto del ATRA sobre el estímulo proporcionado por el Factor de Crecimiento 

Epidérmico (EGF) 

 

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

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

reflejados en la figura 73. 
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Figura 73. Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación 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 significación estadística a las 72 horas. Sin embargo, dicho efecto 

proliferativo del EGF queda disminuido al añadir al medio ATRA 5 M 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 función del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 M, 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 repitió la experiencia anterior cuantificando la 

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

EGF 5 ngr/ml y 10 ngr/ml. La concentración de ATRA utilizada fue de 5 M, 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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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 proliferación de las 

mismas.  

 

 

 

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

de Plaquetas (PDGF) 

 

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

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

de PDGF utilizadas fueron 5 y 10 ngr/ml. 

 

En la figura 75 se muestra los efectos de la dosis de PDGF más baja, 5 ngr/ml. 

 

a 

 

b 

 
Figura 74.   Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación celular estimulada 

mediante EGF 5 ngr/ml  (a) y 10 ngr/ml (b) ). Control: SRN 0,5%. 
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Figura 75. Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación celular en medio complementado con SRN 0,5% 

y PDGF 5 ngr/ml. (MTT) 

 

Nuevamente se observa un claro estímulo proliferativo por parte del Factor de 

Crecimiento a lo largo de toda la curva, siendo a las 48 y 72 horas de manera más evidente 

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

 

Por otra parte, la adición de ATRA al medio frena de manera drástica la acción del 

PDGF con respecto a la proliferación celular. Este efecto inhibitorio del ATRA es visible desde 

las primeras 24 horas de su adición 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 función del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 M, 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 repitió la experiencia una vez más (fig. 76) obteniéndose idénticos resultados. 

 

 

Figura 76. Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación 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, apreciándose el 

efecto proliferativo del Factor de Crecimiento (PDGF) y su completa inhibición 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 drástica inhibición de la proliferación 

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 función del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 M, 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 estudió también la concentración de PDGF 10 ngr/ml, como queda reflejado en la 

figura 77. 

 

 

Figura 77. Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación celular en medio complementado con SRN 0,5% 

y PDGF 10 ngr/ml. (MTT) 

 

En esta ocasión, el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (10 ngr/ml) sólo 

induce una mayor proliferación celular a partir de las 48 horas de su exposición ("Newman-

Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05).  
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La adición de ATRA 5 M al medio induce nuevamente una inhibición de la 

proliferación 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 función del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 M, 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 último lugar, se utilizó el lector de placas xCELLigence para estudiar los efectos del 

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

 

Se puede observar cómo, durante toda la curva de proliferación, 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 había añadido ATRA al medio, el crecimiento celular se 

ve disminuido con respecto a los cultivos a los que no se les añadió ATRA. 

 
Figura 78.   Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación celular estimulada mediante PDGF 10 ngr/ml 

(Control: SRN 0,5%).  
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Efecto del ATRA sobre el estímulo proporcionado por el Factor de Crecimiento 

Fribroblástico Básico (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 habían mostrado un mayor estímulo de 

la proliferación en las experiencias anteriores.  

 

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

mediante el uso del lector xCELLigence (fig. 79). El medio se complementó con SRN al 0,5%. 

 

 
Figura 79.   Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación 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 adición conjunta del Factor de Crecimiento y 

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

 

A continuación, se estudió el efecto producido por el Factor de Crecimiento 

Fibroblástico Básico a la concentración 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 M en medio 

complementado con SRN 0,5%.   
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Figura 80. Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación celular en medio complementado con SRN 0,5% y 

FGFb 5 ngr/ml. (MTT). 

 

El Factor de Crecimiento FGFb estimula la proliferación de las células ACC-531 a lo 

largo de toda la curva, si bien no muestra significación estadística 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 adición del fármaco retinoico redujo la proliferación celular llegando a valores 

inferiores al control a las 72 horas (ANOVA de 1 vía, p<0.0001) (Tabla 67).  

 
Tabla 67. Absorbancia de los pocillos en función del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 M, 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.  

 
Figura 81.   Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación 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 así como la 

inhibición producida por el fármaco ATRA a lo largo de toda la curva de crecimiento celular. 

 

En último lugar se estudió la cocncentración más alta de FGFb: 10 ngr/ml (fig. 82). 

 

 

Figura 82. Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación 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 

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

estimulación del cecimiento celular si bien sólo alcanza significación a las 24 horas de su 

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

 

Sin embargo la adición de ATRA al medio con FGFb produce una inhibición 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 función del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 M, 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 estímulo proporcionado por el Factor de Crecimiento del 

Endotelio Vascular (VEGF) 

 

Finalmente, se experimentó con el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular 

(VEGF). Para este fin, se utlizó su óptima concentración (7,5 ngr/ml) en un medio 

complementado con SRN al 0,5% con y sin ATRA 5 M (fig. 83). 

 

 

Figura 83. Efecto del ATRA 5 µM sobre la proliferación 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 exposición, en comparación a las células sin estímulo ("Newman-

Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001). Sin embargo, la adición del ATRA a estos cultivos 

produce una inhibición de la proliferación 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 función del medio (SRN 0,5%, ATRA 5 M, 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 µM sobre la proliferación 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 continúa durante toda la curva mientras que la adición al mismo de ATRA 5 

M inhibe la proliferación, si bien no llega a los valores del control. 
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1.3.2. Comportamiento del cultivo tras exposiciones repetidas al fármaco 

 

 

Un problema habitual en los tratamientos antiproliferativos es la inducción de 

resistencias. Por otra parte, al tratarse de un fármaco promotor de la diferenciación celular, 

cabe preguntarse si el efecto antiproliferativo inducido por dicha vía es o no duradero. 

 

Por este motivo, diseñamos una serie de experiencias para estudiar los efectos que se 

manifestarían 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 días y a continuación se realizaron los estudios habituales de proliferación. 

En la segunda aumentamos el período de pre-tratamiento a seis días. 

 

a) Curvas de crecimiento tras pre-tratamiento durante 3 días 

 

Primeramente, pre-tratamos durante tres días las células en crecimiento en frascos T-

75 con diferentes dosis de ATRA: 0,005 M, 10 M y 15 M. Todas ellas con SFB 10%, siendo 

el control las células crecidas sin ATRA. 

 

A los tres días 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 volvió a cambiar el medio por 

uno con SRN 0,5% sin ATRA o con ATRA 0,005 M, 10 M o 15 M.  

 

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. 

 

 

Figura 85. Crecimiento en SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de ATRA. 
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Figura 90. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 0,005 M 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 µM 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 µM 0,078 0,211 0,339 0,474 

ATRA 10 µM 0,112 0,170 0,271 0,408 

ATRA 15 µM 0,098 0,125 0,231 0,390 

 

 

Sin embargo, la adición a los cultivos celulares de ATRA 10 µM al medio produce una 

disminución de la velocidad de proliferación 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 µM y 15 

µM la caída es más pronunciada. 

 

Figura 91. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 M 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 µM mientras que los tratados con ATRA 10 µM y 15 µM quedan por debajo 

(p<0,001). 

 

Tabla 75. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 µM 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 µM 0,078 0,183 0,277 0,213 

ATRA 10 µM 0,112 0,139 0,203 0,136 

ATRA 15 µM 0,098 0,100 0,152 0,098 

 

En último lugar, en la figura 92 se muestra el efecto de cultivar las células control y pre-

tratadas con medio al que se le añade ATRA 15 µM.  

 

Figura 92. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15 M tras diversos pre-tratamientos de ATRA. 

 

La inhibición del crecimiento resulta total llegando incluso a ser nocivo para las células 

pre-tratadas con ATRA 15 µM (tabla 76). 

 

Tabla 76. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15 µM 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 µM 0,078 0,106 0,158 0,045 

ATRA 10 µM 0,112 0,062 0,109 0,054 

ATRA 15 µM 0,098 0,044 0,083 -0,001 
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b) Curvas de crecimiento tras pre-tratamiento durante 6 días 

 

Se decidió aumentar el tiempo de exposición al ATRA de las células en frasco hasta el 

sexto día. Las concentraciones del fármaco utilizadas fueron 0,05, 10 y 15 µM. Los resultados 

de su posterior crecimiento en medio complementado con SRN 0,5% (sin ATRA) se muestran 

en la figura 93. 

 

 

Figura 93. Crecimiento en SRN 0,5% tras pre-tratamientos de ATRA 0,05 M, 10 M y 15 M. 

 

 

Tabla 77. Crecimiento en SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 días. 

 ABSORBANCIA  

 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

SFB (10%) 0,205 0,329 0,456 0,621 

ATRA 0,05 µM 0,140 0,283 0,369 0,574 

ATRA 10 µM 0,181 0,322 0,474 0,717 

ATRA 15 µM 0,124 0,288 0,383 0,662 

 

 

Tras las 24 primeras horas, no observamos el efecto visto anteriormente (con pre-

tratamiento de 3 días). Al aumentar el tiempo de pre-tratamiento con ATRA de 3 a 6 días, la 

proliferación 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 continúan sin producirse diferencias entre los distintos 

cultivos celulares. Atendiendo al Índice de Proliferación, como se muestra en la figura 95, la 

ANOVA de 1 vía da un valor de p=0,4223 (Tabla 78). 

 

 

 

Figura 95. Índice de proliferación celular en medio con SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de 

ATRA a las 48 horas. 
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Tabla 78. Índice de proliferación celular en medio con SRN 0,5% tras 

diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 días a las 48 horas. 

 Índice de Prolifaración D.S. 

SFB (10%) 1,398 0,208 

ATRA 0,05 µM 1,317 0,173 

ATRA 10 µM 1,493 0,195 

ATRA 15 µM 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 Índice de Proliferación de las células pre-tratadas con respecto al 

control si bien, no alcanza significación estadística (ANOVA, p= 0,0883). 

 

 

Figura 96. Índice de proliferación celular en medio con SRN 0,5% tras diversos pre-tratamientos de 

ATRA a las 72 horas. 

 

 

Tabla 79. Índice de proliferación celular en medio con SRN 0,5% tras 

diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 días a las 72 horas. 

 Índice de Prolifaración D.S. 

SFB (10%) 1,403 0,204 

ATRA 0,05 µM 1,559 0,179 

ATRA 10 µM 1,480 0,043 

ATRA 15 µM 1,718 0,253 
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La adición al medio de los cultivos de ATRA 0,05µM no produjo un cambio significativo 

en el comportamiento de las células como queda reflejado en la figura 97 (tabla 80). 

 

 

Figura 97. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 0,05 M tras pre-tratamientos de ATRA. 

 

Tabla 80. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 0,005µM tras diversos pre-

tratamientos de ATRA durante 6 días. 

 ABSORBANCIA  

 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

SFB (10%) 0,205 0,309 0,390 0,622 

ATRA 0,05 µM 0,140 0,263 0,327 0,603 

ATRA 10 µM 0,181 0,300 0,419 0,743 

ATRA 15 µM 0,124 0,253 0,368 0,677 

 

No obstante, como queda reflejado en la figura 98, al centrarnos en el Índice de 

Proliferación a las 72 horas se observa un mayor crecimiento de las células tratadas con ATRA 

con respecto al control SFB 10% (ANOVA de 1 vía; p= 0,0114).   

 

Figura 98. Índice de proliferación celular en medio con SRN 0,5% + ATRA 0,05 µM 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. Índice de proliferación celular en medio con SRN 0,5% + ATRA 0,05 

µM  tras diversos pre-tratamientos de ATRA durante 6 días a las 72 horas. 

 Índice de Prolifaración D.S. 

SFB (10%) 1,606 0,206 

ATRA 0,05 µM 1,883 0,073 

ATRA 10 µM 1,742 0,054 

ATRA 15 µM 1,810 0,058 

 

 

Aumentando la concentración del fármaco ATRA a 10µM, 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).  

 

 

Figura 99. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 M tras pre-tratamientos de ATRA 0,05 M, 10 M y 

15 M. 

 

Tabla 82. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 10 µM tras diversos pre-tratamientos 

de ATRA durante 6 días. 

 ABSORBANCIA  

 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

SFB (10%) 0,205 0,241 0,306 0,160 

ATRA 0,05 µM 0,140 0,205 0,246 0,110 

ATRA 10 µM 0,181 0,218 0,303 0,150 

ATRA 15 µM 0,124 0,207 0,276 0,112 
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Finalmente, se incrementó la concentración de ATRA hasta 15 M. (fig. 100). Se 

observa como la concentración de ATRA 15 M resulta nociva de manera drástica para las 

células ACC-531, independientemente del pre-tratamiento que hayan llevado (tabla 83). 

 

 

Figura 100. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15 M tras pre-tratamientos de ATRA 0,05 M, 

10 M y 15 M. 

 

Tabla 83. Crecimiento en SRN 0,5% + ATRA 15 µM tras diversos pre-tratamientos 

de ATRA durante 6 días. 

 ABSORBANCIA  

 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

SFB (10%) 0,205 0,111 0,040 0,042 

ATRA 0,05 µM 0,140 0,102 0,016 0,002 

ATRA 10 µM 0,181 0,118 0,079 0,043 

ATRA 15 µM 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 señalado previamente, en este aparatdo se presentan sucesivamente los 

ensayos sobre el comportamiento de nuestra línea celular ante la presencia de 5-FU en dosis 

terapéuticas dentro del cultivo en diferentes situaciones:  

 Cultivos estándar: al medio de cultivo se le añade un porcentaje de suero que 

aporta moléculas imprescindibles para el desarrollo de las células. Se 

distinguen dos situaciones: 

o Suero bobino-fetal: es el estándar para cultivos celulares (SBF) 

o Suero obtenido de ratas no tratadas (SRN) 

 Cultivos estimulados 

o Suero obtenido de ratas sometidas a hepatectomía del 40 % (SRH) 

o Factores de Crecimiento 

 

1.4.1. Efecto del 5-FU sobre cultivos suplementados con SFB 

En un primer paso, se buscó la concentración de 5-FU a la que se reduce la 

proliferación celular del control a la mitad. Para ello, se ensayaron las concentraciones de 5-FU 

de 0,5, 5 y 50 µgr/ml en medio complementado con SFB 20% (recomendado por la casa 

comercial) y medido mediante hemocitómetro. Los resultados se muestran en la figura 101.  

 

 
Figura 101. Efecto del 5-FU 0,5, 5 y 50 µgr/ml en cultivos complementados con SFB 20% (cuantificado 

con hemocitómetro). 

 

 

A las 24 horas, los cultivos con 0,5 µgr/ml, no muestran diferencias significativas con 

respecto al control; no obstante, a las 48 horas y 72 horas el 5-FU frena la proliferación celular 

quedando ésta reducida al 27,52% de la del control (tabla 85).  
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Por su parte, las concentraciones de 5 µgr/ml  y 50 µgr/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. Número de células por ml en función de la concentración 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 gr/ml  23.611 23.889 28.704 67.778 

5-FU 5 gr/ml  23.611 10.370 28.148 30.000 

5-FU 50 gr/ml  23.611 13.704 13.889 19.815 

 

 

A la vista de estos resultados, se optó por repetir la experiencia pero con 

concentraciones menores de 5-FU: 0,25, 0,5 y 1 µgr/ml (fig. 102).  

 

 
Figura 102. Efecto de bajas concentraciones de (5-FU 0,25, 0,5 y 1 µgr/ml) en cultivos suplementados 

con SFB 20% (cuantificado mediante hemocitómetro). 

 

 

De manera similar a como ocurrió en la experiencia anterior, la proliferación 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 más de un 50% 

(67,95%) el recuento celular al final de la experiencia (72 horas), pero sin que se anule por 

completo la proliferación celular. 

 

En cambio, con las otras dos concentraciones ensayadas se obtienen gráficas casi 

planas, bloqueando de manera casi absoluta la división celular en nuestros cultivos (tabla 85).  

 

Tabla 85. Número de células por ml en función de la concentración 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 gr/ml  22.292 24.074 76.481 109.630 

5-FU 0,5 gr/ml  22.292 13.333 32.778 61.111 

5-FU 1 gr/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 estudió 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 

proliferación con SRH que con SRN. Por otra parte, la concentración de SRN 0,5% es la 

empleada con los Factores de Crecimiento. Mediante la adición del 5-FU se pretende anular la 

estimulación de la proliferación celular en cultivos enriquecidos con SRH o con los Factores de 

Crecimiento, por lo que, previamente, se estudiarán los efectos de su adición a las células sin 

estimulos proliferativos. 

   

De manera similar a lo realizado en el apartado anterior, se he estudiado el 

comportamiento de nuestra línea celular ante diversas concentraciones de 5-FU (0,3, 0,4 y 0,5 

µgr/ml) en el cultivo enriquecido con SRN 2,5%. El recuento celular a las 0 horas, 24 horas, 48 

horas y 72 horas se realizó 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 µgr/ml) en cultivos suplementados 

con SRN 2,5% (cuantificado mediante MTT). 

 

 

En esta ocasión, al sustituir el SFB de los cultivos por SRN el 5-FU parece mostrar una 

menor capacidad de inhibición de la proliferación celular.  

 

No se observan grandes diferencias entre los cultivos hasta las 72 horas de 

proliferación en las que se da un efecto dosis-dependiente del 5-FU, siendo la dosis más alta 

de 5-FU la que mayor inhibición de la proliferación 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 sólo 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 adición al medio celular de 5-FU 0,3, 0,4 y 

0,5 µgr/ml midiendo la proliferación mediante la técnica de MTT. 
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Figura 104. Efecto de concentraciones bajas de 5-FU (0,3, 0,4 y 0,5 µgr/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 proliferación de las células ACC-531 a las 48 y a las 72 horas, que resulta ser 

dosis-dependiente (ANOVA de 1 vía, p<0,0001). 

 

La concentración más 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 proliferación celular se inhibe. 

 

Las dos cocentraciones más 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 inhibición (“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 optó por repetir la experiencia anterior con las 

dos dosis más altas de 5-FU (0,4 y 0,5 gr/ml) y SRN al 0,5%. Los medidas de proliferación 

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 0,5µgr/ml en cultivos suplementados con SRN 0,5% (cuantificación 

realizada mediante MTT). 

 

 

Se vuelve a observar el efecto inhibidor de la proliferación celular del fármaco a partir 

de las 24 horas de su exposición.  

 

Tras las primeras 24 horas, los cultivos con el quimioterápico 0,4 gr/ml y 0,5 gr/ml 

proliferan en menor medida que el control llegando a valores inferiores a este (a las 48 horas: 

p<0,05 y 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 más bajas de 5-FU que se contrapone con lo 

esperado. Con el fin de esclarecerlo, se realizó una experiencia por triplicado en la que se 

utilizó la concentración de 5-FU 0,4 gr/ml y SRN al 0,5%. La medida se realizó mediante la 

técnica de MTT (fig. 106). 
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ABSORBANCIA 

 
0  

Horas 
24 

Horas 
48 

Horas 
72 

Horas 

Control 0,072 0,091 0,112 0,187 

5-FU 
0,4 gr/ml 

0,072 0,095 0,074 0,113 

A las 72 horas, p= 0,0002 

 

 

 
ABSORBANCIA 

 
0  

Horas 
24 

Horas 
48 

Horas 
72 

Horas 

Control 0,089 0,127 0,208 0,289 

5-FU  
0,4 gr/ml 

0,089 0,124 0,115 0,198 

A las 72 horas, p=0,0001 

 

 
ABSORBANCIA 

 
0  

Horas 
24 

Horas 
48 

Horas 
72 

Horas 

Control 0,046 0,077 0,133 0,227 

5-FU  
0,4 gr/ml 

0,046 0,134 0,149 0,193 

A las 72 horas, p= 0,0031 

 
 
Figura 106. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 disminución de la proliferación celular.  

 

A las 72 horas, todos los cultivos se ven afectados por el 5-FU, obserbándose una 

disminución de la proliferación 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 inhibición de la proliferación celular 

por parte del 5-FU, no se tomará en cuenta el efecto del fármaco en las primeras 24 horas. 

 

 

1.4.3. Efecto del 5-FU sobre cultivos complementados con SRH 

A continuación se estudió el efecto que tendría el 5-FU sustituyendo el SRN por el 

SRH. El objetivo es comprobar si el efecto inhibidor de la proliferación 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 adición al medio de cultivo de 5-FU 0,2, 0,3, 

0,4 y 0,5 µgr/ml, complementado con SRH al 2,5% (medición realizada mediante la técnica de 

MTT). 

 

 
Figura 107. Efecto del 5-FU (0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 µgr/ml) en cultivos suplementados con SRH 2,5% 

(cuantificación realizada mediante MTT). 

 

Desde las primeras 24 horas de exposición al fármaco 5-FU, las células muestran una 

reducción de la proliferación con respecto al cultivo control que se mantiene durante toda la 

curva proliferativa (24 horas, ANOVA de 1 vía 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 concentración más alta la que mayor inhibición 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 gr/ml 0,109 0,222 0,304 0,467 

5-FU 0,3 gr/ml 0,109 0,206 0,282 0,360 

5-FU 0,4 gr/ml 0,109 0,231 0,252 0,366 

5-FU 0,5 gr/ml 0,109 0,229 0,237 0,304 

 

 

Dado que 0,4 µgr/ml en esta experiencia pareció resultar la concentración óptima, 

repetimos la experiencia cuantificando los recuentos con el NucleoCounter (fig. 108). 
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Figura 108. Efecto del 5-FU (0,4 µgr/ml) en cultivos suplementados con SRH 2,5% (cuantificación 

realizada mediante Nucleocounter). 

 

 

Resulta evidente el efecto inhibidor de la proliferación celular del 5-FU sobre los 

cultivos de ACC-531 desde las primeras 24 horas de su exposición (tabla 90). 

 

Tabla 90. Efecto del 5-FU sobre la proliferación 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 0,4µgr/ml 18.225 37.800 99.000 248.325 

 

 

Idéntico resultado se obtuvo cuando la medición se realizó con el lector de placas en 

tiempo real xCELLigence (fig. 109) 

. 

 
Figura 109. Efecto del 5-FU (0,4 µgr/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 µgr/ml ven 

reducida su proliferación 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 

concentración de suero control en los posteriores estudios con Factores de Crecimiento. En la 

figura 110 se representa el resultado de la adición de 5-FU 0,3, 0,4 y 0,5 µgr/ml al medio de 

cultivo suplementado con SRH 0,5%, medido mediante la técnica de MTT. 

 

 
Figura 110. Efecto del 5-FU en cultivos suplementados con SRH 0,5% (cuantificado mediante MTT). 

 

A las 24 horas de su adición al medio, la concentración de 0,3 µgr/ml no produce efecto 

significativo sobre la proliferación de las células en comparación 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 concentración de 5-FU más alta produce una inhibición 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 concentración 0,4µ 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 gr/ml 0,061 0,290 0,329 0,456 

5-FU 0,4 gr/ml 0,061 0,236 0,304 0,380 

5-FU 0,5 gr/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 0,4µgr/ml. A modo de referencia se 

incluyó en todas las experiencias un control (cultivos con SRN 0,5%). La cuantificación de la 

proliferación celular se realizó mediante la técnica de MTT (fig. 111). 

 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,077 0,100 0,162 0,244 

HGF 0,077 0,122 0,203 0,295 

HGF + 5-FU 0,077 0,132 0,134 0,165 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,099 0,121 0,184 0,281 

HGF 0,099 0,139 0,229 0,313 

HGF + 5-FU 0,099 0,117 0,154 0,246 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,086 0,131 0,199 0,312 

HGF 0,086 0,145 0,246 0,340 

HGF + 5-FU 0,086 0,164 0,167 0,250 

 

 

Figura 111. Efecto del 5-FU 0,4µgr/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 sólo 48 horas. De hecho, el 5-FU no sólo ha anulado por completo el estímulo 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 realizó una nueva 

experiencia utilizando para su medición el lector NucleoCounter (fig. 112). 

 

 
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 drásticamente la proliferación 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 estimulación 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 0,4µgr/ml 18.225 29.700 90.000 148.500 

HGF + 5-FU 0,5µgr/ml 18.225 39.150 63.000 143.550 

 

 

El efecto inhibitorio del 5-FU 0,4 µgr/ml sobre cultivos estimulados con HGF 7,5 ngr/ml 

también quedó 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 0,4µgr/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 proliferación celular desde las primeras 

horas de su exposición manteniendo dicho estímulo a lo largo de toda la curva. Por su parte, la 

adición del quimioterápico inhibe el efecto proliferativo del 5-FU. 

 

A raíz de los resultados obtenidos con el HGF, se optó por utilizar de manera constante 

la concentración de 0,4 gr/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 continución se estudió 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 proliferación mostraron los cultivos celulares. Como control se 

incluyeron cultivos complementados con SRN 0,5%. 

 

En la figura 114 se observa la proliferación de las células ACC-531 al ser tratadas con 

5-FU 0,4 gr/ml y EGF 5 ngr/ml. La técnica empleada en su medición fue MTT. 
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Figura 114. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 adición al medio y a lo largo de toda la curva 

("Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001).  

 

Al añadirles 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 últimas 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 µgr/ml 0,089 0,176 0,181 0,282 

 

Para corroborar los resultados obtenidos, se repitió 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 µgr/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 proliferación 

celular del EGF, así como su inhibición por parte del 5-FU. 

 

En otra experiencia, se estudió el efecto del 5-FU en cultivos estimulados mediante 

EGF a la concentración de 10 ngr/ml. Nuevamente, se incluyeron como controles cultivos 

celulares complementados con SRN 0,5%, cuantificando la proliferación de las células 

mediante la técnica de MTT (fig. 116). 

 
Figura 116. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 añadido el factor al medio ven estimulada su 

proliferación con respecto a los no tratados a lo largo de toda la curva. Por su parte, la adición 

al cultivo de 5-FU provoca un freno en su proliferación. 
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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 gr/ml ve inhibida su proliferación 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 µgr/ml 0,079 0,192 0,152 0,200 

 

 

Al igual que en ocasiones anteriores, los resultados obtenidos se corroboraron 

utilizando para su medición el lector de placas xCELLigence (fig. 117). 

 

 
Figura 117. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 adición de 5-FU reduce 

levemente dicho estímulo. 
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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 habían 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 gr/ml.   

a) Ensayos con PDGF 5 ngr/ml 

Se realizó por duplicado la experiencia con la concentración de 5 ngr/ml de PDGF, 

midiendo la proliferación de las células mediante la técnica de MTT (fig. 118). 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,201 0,325 0,396 0,437 

PDGF 0,201 0,341 0,428 0,503 

PDGF + 5-FU 0,201 0,332 0,354 0,395 
 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,173 0,273 0,336 0,385 

PDGF 0,173 0,297 0,397 0,465 

PDGF + 5-FU 0,173 0,274 0,300 0,318 
 

 

Figura 118. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/ml en cultivos estimulados con PDGF 5 ngr/ml y suplementados con 

SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT). 

 

En ambas gráficas se comprueba claramente el efecto estimulante de la proliferación 

celular del Factor de Crecimiento así 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 proliferación resulta mayor ("Newman-

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

 

En los cultivos con 5-FU, la proliferación celular se ve disminuida a partir de las 24 

horas de su adición al medio, siendo esta disminución estadísticamente 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 utilizó la concentración de PDGF 7,5 ngr/ml y se observó 

el efecto del 5-FU sobre el crecimiento de las células ACC-531. 

 

 

Figura 119. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 últimas 24 horas de la curva. 

     

En esta ocasión, el 5-FU sólo muestra actividad inhibitoria a partir de las 48 horas de su 

exposición 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 mostró una actividad estimulatoria hasta 

las 72 horas, si bien, no alcanzó significación estadística (p>0,05). Los valores de absorbancia 

se muestran en la tabla 95. 

 

Tabla 95. Efecto del 5-FU sobre el estímulo 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 µgr/ml 0,173 0,260 0,319 0,310 

 

 

c) Ensayos con PDGF 10 ngr/ml 

En último lugar, se evaluó el efecto sobre los cultivos de 5-FU aumentando la 

concentración de PDGF a 10 ngr/ml. Se añadieron 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 µgr/ml en cultivos estimulados con PDGF 10 ngr/ml y suplementados 

con SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT). 

 

 

El efecto proliferativo del PDGF se observó en las últimas 24 horas de la curva 

proliferativa, así como la inhibición 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 sólo muestran una mayor 

capacidad proliferativa que el control en las últimas 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 0,4µgr/ml 0,173 0,328 0,326 0,329 

 

 

Nuevamente, se optó por repetir la experiencia y medir la proliferación 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 µgr/ml en cultivos estimulados con PDGF 10 ngr/ml y suplementados 

con SRN 0,5% (cuantificado mediante NucleoCounter). 

 

 

En esta ocasión, el PDGF muestra su capacidad estimulante de la proliferación celular 

a partir de las primeras 24 horas de crecimiento. Por su parte, el 5-FU inhibe la proliferación 

celular desde el inicio de su exposición 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 

Control (SRN 0,5%) 9.000 47.250 98.550 243.000 

PDGF 10 ngr/ml 9.000 52.650 164.700 261.000 

PDGF + 5-FU 0,4 µgr/ml 9.000 27.000 60.750 70.200 

 

 

Se realizó una última 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 µgr/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 

estímulo proliferativo al adicionar el quimioterápico. 

 

 

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, 5 y 10 ngr/ml, concentraciones a las que el FGFb proporcionó mayor 

estímulo proliferativo al cultivo celular. Se añadieron a la experiencia cultivos control en lo que 

el medeio celular se enriquecía con SRN 0,5%. 

a) Ensayos con FGFb 2,5 ngr/ml 

En la figura 123 se muestra el efecto de la adición al medio del factor FGFb (2,5 ngr/ml) 

con y sin 5-FU (0,4 gr/ml) en medio complementado con SRN 0,5%. La medida de la 

proliferación se realizó mediante la técnica del NucleoCounter. 
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Figura 123. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/ml en cultivos estimulados con FGFb 2,5 ngr/ml y suplementados 

con SRN 0,5% (cuantificado mediante NucleoCounter). 

 

 

El Factor de Crecimiento Fibroblástico Básico muestra una estimulación de la 

proliferación celular a partir de las primeras 24 horas de crecimiento que se mantiene a lo largo 

de toda las curva. Por el contrario, el quimioterápico 5-FU inhibe la proliferación de las células 

desde el inicio de su adición 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 µgr/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 µgr/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 Fibroblástico Básico 

estimula la proliferación de las células del cultivo mientras que la adición al medio de 5-FU 

reduce el estímulo proporcionado por el Factor. 

b) Ensayos con FGFb 5 ngr/ml 

A continuación se estudió 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 proliferación celular se midió 

mediante la técnica de MTT.  

 

 

Figura 125. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/ml en cultivos estimulados con FGFb 5 ngr/ml y suplementados con 

SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT). 

 

El Factor de Crecimiento Fibroblástico Básico estimula la proliferación 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 adición del 5-FU al medio produce una inhibición del crecimiento celular  

que se hace presente a partir de las primeras 24 horas de proliferación (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 µgr/ml 0,117 0,158 0,131 0,147 

 

Nuevamente se optó por repetir la experiencia anterior, para corroborar los resultados 

obtenidos, midiendo las proliferaciones celulares mediante el lector xCELLigence (fig. 126). 

 

 

Figura 126. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 concentración de 5 

ngr/ml así como la inhibición de la proliferación celular por parte del 5-FU. 

 

c) Ensayos con FGFb 10 ngr/ml 

En último lugar, se estudió el efecto del 5-FU sobre las células estimuladas con una 

concentración 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 

carecían 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 µgr/ml en cultivos estimulados con FGFb 10 ngr/ml y complementados 

con SRN 0,5% (cuantificado mediante MTT). 

 

En esta ocasión, el 5-FU produjo una disminución 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 estímulo 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 0,4µgr/ml 0,079 0,099 0,083 0,120 

 
 

 

1.4.7. Efecto del 5-FU sobre el VEGF 

El último Factor de Crecimiento con el que se estudió el efecto inhibitorio del 5-FU 

sobre la proliferación 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 estímulo 

proliferativo sobre los cultivos. Se mantuvo como controles a los cultivos con medio enriquecido 

con SRN 0,5% y 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 gr/ml en cultivos estimulados con VEGF 7,5 ngr/ml. La medida 

de la proliferación se midió mediante la técnica de MTT.  



Iñaki Díaz Sanz    Resultados 
 

 156 

 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,158 0,150 0,202 0,289 

VEGF 0,158 0,203 0,242 0,346 

VEGF + 5-FU 0,158 0,198 0,181 0,206 

 
VEGF vs VEGF + 5FU -- n.s.  p<0,001 p<0,001 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,178 0,180 0,206 0,268 

VEGF 0,178 0,238 0,268 0,317 

VEGF + 5-FU 0,178 0,230 0,195 0,208 

 
VEGF vs VEGF + 5FU -- n.s.  p<0,001 p<0,001 

 

 

Figura 128. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 

estimulación del crecimiento celular mientras que el 5-FU produjo el efecto contrario. 

 

El Factor de Crecimiento VEGF mostró un efecto estimulador de la proliferación 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 adición de 5-Fluorouracilo al medio de cultivo no produjo 

cambios significativos en la proliferación celular con respecto al cultivo control durante las 

primeras 24 horas. En cambio, a las 48 horas la proliferación celular se vió inhibida, llegando a 

valores próximos al control (sin VEGF). Es a las 72 horas donde el efecto inhibidor del 5-FU 

resulta más evidente, creciendo a un ritmo inferior al control. 

 

Para corroborar los resultados obtenidos, se optó por repetir la misma experiencia pero 

utilizando para su medición 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 adición al medio de cultivo 

celular enriquecido con SRN 0,5% y el factor VEGF del quimioterápico 5-FU. El crecimiento 

celular se cuantificó mediante el lector NucleoCounter. 
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Figura 129. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 adición del 5-FU al medio de cultivo produce 

una inhibión de la proliferación si bien, ésta resulta más notable a las 72 horas. Por su parte, el 

VEGF estimula la proliferación 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 µgr/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. 

 
Figura 130. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 corroboró 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 adición al medio de cultivo del 

quimioterápico 5-FU frena dicha proliferación. 

 

c) Ensayos con VEGF 10 ngr/ml 

 

 A continuación se estudió el efecto del 5-FU sobre los cultivos al aumentar la 

concentración de VEGF a 10 ngr/ml. Se mantuvo la concentración de 5-FU a 0,4 gr/ml así 

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. 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,158 0,150 0,202 0,289 

VEGF 0,158 0,164 0,217 0,296 

VEGF + 5-FU 0,158 0,205 0,194 0,237 

 
VEGF vs VEGF + 5FU     --     p<0,001     p<0,01     p<0,001   

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,178 0,180 0,206 0,268 

VEGF 0,178 0,193 0,220 0,271 

VEGF + 5-FU 0,178 0,229 0,193 0,190 

 
VEGF vs VEGF + 5FU     --     p<0,001     p<0,01     p<0,001           

 

Figura 131. Efecto del 5-FU 0,4 µgr/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 concentración de VEGF 10 ngr/ml estimula levemente la proliferación celular a lo largo de 

toda la curva, si bien la diferencia no alcanza significación estadística. 

 

Por su parte, la adición del 5-FU al medio celular induce una inhibición de la 

proliferación 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 diseñaron una serie de experiencias dirigidas a observar el efecto 

producido por la adición de ATRA en cultivos  estimulados con los diversos Factores de 

Crecimiento e inhibidos en su crecimiento por la adición de 5-FU. 

 

1.5.1. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con SR y 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 adición 

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 adición de ambos fármacos, no se adicionaron 

al medio los Factores de Crecimiento. Las concentraciones utilizadas de ATRA fueron 5 y 10 

M y para el 5-FU 0,4 gr/ml. 

 

En la figura 132 se muestra el efecto sobre las células de la adición al medio de cultivo 

de ATRA (5 M) y 5-FU (0,4 gr/ml) por separado y combinado, en medio suplementado con 

SRN 0,5%. La medida de la proliferación se realizó mediante lector de placas y la técnica de 

MTT. 

 
Figura 132. Efecto del ATRA 5 M y 5-FU 0,4 µgr/ml en cultivos suplementados con SRN 0,5% 

(cuantificado mediante MTT). 

 

 

A las 72 horas del inicio de la curva de proliferación, es el cultivo control el que mayor 

proliferación muestra de los cuatro. Los cultivos celulares con 5-FU en el medio de cultivo son 

los que más proliferan después del control, si bien esto sólo 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 proliferación del cultivo a valores más bajos que los del cultivo con 5-FU (Control vs. 

ATRA; p<0,001). 

 

Como cabía esperar, la adición al medio de cultivo de ATRA y 5-FU producen mayor 

inhibición 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 M 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 gr/ml) 0,046 0,134 0,149 0,193 

ATRA (5 M)  0,046 0,087 0,131 0,162 

ATRA + 5-FU 0,046 0,109 0,103 0,103 

 

 

A continuación se optó por aumentar la concentración de ATRA a 10 M, con el fin de 

estudiar el efecto de la alta concentración de éste sobre las células, manteniendo constantes la 

concentración de 5-FU 0,4 gr/ml y SRN 0,5% (fig. 133).   

 

 

Figura 133. Efecto del ATRA 10 M y 5-FU 0,4 µgr/ml en cultivos suplementados con SRN 0,5% 

(cuantificado mediante MTT). 

 

 

Al igual que sucedía en la experiencia anterior, los cultivos con ATRA proliferan mucho 

menos con los controles o los tratados sólo con 5-FU. El ATRA 10 M, 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 M 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 gr/ml) 0,046 0,134 0,149 0,193 

ATRA (10 M)  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 analizó el efecto de la adición de ATRA sobre las células 

ACC-531 en medios suplementados con SRH (con y sin 5-FU). 

 

El Suero de Rata Hepatectomizado supone un estímulo proliferativo para las células 

por lo que se amplió el rango de las concentraciones a utilizar de Suero, ATRA y 5-FU con el 

fin de aproximar la combinación de concentraciones de fármacos que reduzcan la proliferación 

del cultivo control a la mitad. 

 

Primeramente, se estudió el efecto del ATRA y 5-FU en los cultivos enriquecidos con 

SRH a la concentración de 2,5%. En la figura 134 se muestran los resultados de añadir ATRA 

10 M a cultivos con 5-FU 0,3, 0,4 y 0,5 gr/ml. La proliferación de las células se midió 

mediante el lector de placas y la técnica de MTT. 

 

a

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,072 0,138 0,203 0,348 

ATRA 0,072 0,113 0,180 0,352 

5-FU 0,072 0,172 0,192 0,309 

ATRA + 5-FU 0,072 0,108 0,130 0,268 
 

b

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,072 0,138 0,203 0,348 

ATRA 0,072 0,113 0,180 0,352 

5-FU 0,072 0,114 0,103 0,179 

ATRA + 5-FU 0,072 0,112 0,131 0,237 
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c

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,072 0,138 0,203 0,348 

ATRA 0,072 0,113 0,180 0,352 

5-FU 0,072 0,126 0,130 0,219 

ATRA + 5-FU 0,072 0,096 0,107 0,206 

 

 

 

Figura 134. Efecto del ATRA 10 M en cultivos complementados con SRH 2,5% y 5-FU 0,3 (a), 0,4 (b) y 

0,5µgr/ml (c) (cuantificacido mediante MTT). 

 

En las tres experiencias realizadas, el cultivo control (sin ATRA y sin 5-FU) es el que 

muestra mayor proliferación de los cuatro cultivos. Con valores muy próximos al de los 

controles, proliferan los cultivos con el ATRA en el medio. 

 

Por su parte, los cultivos con 5-FU 0,3 gr/ml en el medio, proliferan en menor medida 

que el control, si bien no alcanzan significación estadística a las 72 horas. Al aumentar la 

concnetración del 5-FU a 0,4 gr/ml y 0,5 gr/ml, los cultivos celulares ven reducida claramente 

su proliferación (72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,001). 

 

Por último, los cultivos con ATRA y 5-FU en el medio celular fueron los que mostraron 

menor proliferación de los cuatro cultivos a lo largo de toda la curva proliferativa. A las 72 

horas, los cultivos con ATRA 10 M + 5-FU 0,3 gr/ml en el medio disminuyen su crecimiento 

con respecto al control con una  significación estadísitica de p<0,01; mientras que los cultivos 

con las concentraciones de 5-FU 0,4 y 0,5 gr/ml alcanzan una significación de p<0,001.   

 

 

El siguiente paso consistió en evaluar el efecto del ATRA  5 M sobre la proliferación 

celular en cultivos tratados con 5-FU 0,3, 0,4 y 0,5 gr/ml. El medio se suplementó con SRH al 

2,5%, y la proliferación se midió mediante lector de elisa y la técnica de MTT (fig. 135). 

 

 

 

a

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,072 0,138 0,203 0,348 

ATRA 0,072 0,114 0,170 0,316 

5-FU 0,072 0,172 0,192 0,309 

ATRA + 5-FU 0,072 0,131 0,125 0,263 
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b

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,072 0,138 0,203 0,348 

ATRA 0,072 0,114 0,170 0,316 

5-FU 0,072 0,114 0,103 0,179 

ATRA + 5-FU 0,072 0,147 0,152 0,230 

 

 

c

 

 

 

ABSORBANCIA 

 

0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,072 0,138 0,203 0,348 

ATRA 0,072 0,114 0,170 0,316 

5-FU 0,072 0,126 0,130 0,219 

ATRA + 5-FU 0,072 0,133 0,104 0,147 

 

 

 

Figura 135. Efecto del ATRA 5µM sobre cultivos suplementados con SRH 2,5% y tratados con 5-FU 0,3 (a), 

0,4 (b) y 0,5 µgr/ml (c) (cuantificado mediante MTT). 

 

 

Nuevamente el control fue el cultivo que más proliferó en los tres casos, seguido del 

cultivo con ATRA 5 M en el medio celular. 

 

Los cultivos con 5-FU 0,3 gr/ml en medio, redujeron la proliferación celular, si bien no 

alcanzaronn significación estadística a las 72 horas ("Newman-Keuls Multiple Comparison 

Test"; p>0,05). Al aumentar la concentración del quimioterápico a 0,4 gr/ml y 0,5 gr/ml los 

cultivos mostraron una mayor inhibición de su proliferación, alcanzando a las 72 horas una 

significación estadística de p<0,001. 

 

Por último, los cultivos tratados con ATRA 5 M + 5-FU (0,3, 0,4 y 0,5 gr/ml) 

proliferaron en menor medida que los cultivos control, y esta disminución resultó proporcional a 

la concentración de 5-FU (72 horas, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,05; 

p<0,01 y p<0,001 respectivamente). 

 

No obstante, se volvió a observar en la figura b el efecto paradójico de resultar más 

crecido el cultivo con ATRA + 5-FU que el cultivo con 5-FU.  

 

Para descartar posibles errores; se diseñó otra experiencia utilizando para la 

cuantificación de la proliferación celular el nucleocounter. En la figura 136 se observa el efecto 

de la adición al medio de cultivo de los quimioterápicos ATRA 10 M y 5-FU 0,4 gr/ml en 

medio suplementado con SRH 2,5%. 
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Figura 136. Efecto del ATRA 10 M sobre cultivos suplementados con SRH 2,5% y tratdos con 5-FU 0,4 

µgr/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 M produce una inhibión de la proliferación, que se acentúa 

aún más cuando se combina con 5-FU. Sin embargo, nuevamente, la inhibición más potente se 

produce en los cultivos que reciben únicamente 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 gr/ml) 9.000 36.450 76.950 115.200 

ATRA (10 M)  9.000 41.850 82.350 235.800 

ATRA + 5-FU 9.000 36.450 59.400 151.200 

 

 

A continuación se redujo la concentración de SRH hasta un 0,5%, y se midió el efecto 

del ATRA (5 M) y 5-FU (0,4 gr/ml) sobre dichos cultivos mediante el lector xCELLigence (fig. 

137).  
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Figura 137. Efecto del ATRA 5 M sobre cultivos suplementados con SRH 0,5% y tratados con 5-FU 

(0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante xCELLigence). 

 

 

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 paradójico. En 

esta ocasión, la suma de ambos fármacos 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 concentración de 7,5 ngr/ml, ya que fue ésta la que 

proporcionó mayor estimulo proliferativo a nuestros cultivos. El 5-FU se utilizó a la 

concentración de 0,4 y 0,5 gr/ml, y el ATRA a 5 y 10 M 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 

M y 5-FU 0,4 gr/ml, tanto en forma gráfica como la absorbancia media registrada en cada 

ensayo.  
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ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

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 
 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,086 0,131 0,199 0,312 

HGF 0,086 0,145 0,246 0,340 

HGF + ATRA 0,086 0,151 0,195 0,302 

HGF + 5-FU 0,086 0,164 0,167 0,250 

HGF + ATRA + 5-FU 0,086 0,155 0,118 0,205 
 

 

Figura 138. Efecto del ATRA (5 µM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5% y estimulados con HGF (7,5 ngr/ml), 

inhibidos o no con y 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 

 

Como se puede observar en la figura 61, las dos experiencias mostraron resultados 

prácticamente idénticos. En ambas, el cultivo celular estimulado con HGF proliferó 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 proliferación celular a valores inferiores al cultivo estimulado con HGF y al 

control (sin HGF). Por su parte, el 5-FU produjo una inhibición aún más potente que el ATRA. 

Por último, los cultivos con ATRA y 5-FU medio fueron los que menos proliferaron, aunque sin 

que las curvas proliferativas llegaran a aplanarse. La significación estadística de las diferencias 

observadas entre los distintos grupos de estas experiencias se detalla en tabla 105. 

 

Tabla 105. Análisis estadístico ("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 

HGF vs. Control ------ ** / * *** / ns ** / ** 

HGF vs. HGF + ATRA ------ ns / * *** / * *** / *** 

HGF vs. HGF + 5-FU ------ *** / ns *** / ns *** / ** 

HGF vs. HGF + ATRA + 5-FU ------ ** / ns *** / *** *** / *** 

 

 

Para corroborar los resultados obtenidos, se realizaron dos nuevas experiencias 

midiendo la proliferación 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), realizándose el recuento de las células mediante el lector 

NucleoCounter. 

 

 

Figura 139. Efecto del ATRA 5 M sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con HGF 

(7,5 ngr/ml),  e inhibidos con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante NucleoCounter). 

 

En esta ocasión, el efecto proliferativo del HGF sólo se observa a las 72 horas de su 

adición 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 proliferación, efecto que es 

significativo a las 48 y 72 horas de iniciarse el cultivo. Por su parte, la combinación de ambos 

fármacos no muestra una efectividad superior a cada uno por separado hasta el momento final 

del ensayo: en la medición realizada a las 72 horas, el recuento de células se ha reducido a 

valores muy próximos 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). 

 

Nº 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 mostró 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 M) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con 

HGF (7,5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante xCELLigence). 

 

 

El  Factor de Crecimiento Hepatocitario (HGF) estimula la proliferación de las células 

ACC-531, mientras que la adición de ATRA o 5-FU inhibe dicho efecto. La adición al medio de 

ATRA y 5-FU simultáneamente, inhibe la proliferación de las células en mayor medida que 

ambos por separado. 

 

A continuación se repitió el experimento, pero elevando la concentración de 5-FU hasta 

0,5 gr/ml, manteniendo sin cambios la concentración de las otras moléculas implicadas. En la 

figura 141 se muestran los resultados de las dos experiencias realizadas. 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

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 
 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,086 0,131 0,199 0,312 

HGF 0,086 0,145 0,246 0,340 

HGF + ATRA 0,086 0,151 0,195 0,302 

HGF + 5-FU 0,086 0,194 0,236 0,268 

HGF + ATRA + 5-FU 0,086 0,163 0,188 0,237 
 

 

Figura 141. Efecto del ATRA (5 µM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con HGF (7,5 ngr/ml), 

inhibidos o no con y 5-FU (0,5 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 
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El HGF estimula los cultivos en ambas experiencias desde el inicio de su adición al 

medio (72 horas; HGF vs. Control, "Newman-Keuls Multiple Comparison Test"; p<0,01). Dicho 

estímulo 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 proliferación a partir de las primeras 24 horas y el 

5-FU únicamente en las últimas 24 horas. La adición conjunta de ambos fármacos 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 repitió la experiencia, pero cuantificando los 

resultados de proliferación celular mediante NucleoCounter para su medición (fig. 142). 

 

 

 

Figura 142. Efecto del ATRA (5 µM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con 

HGF (7,5 ngr/ml), inhibidos o no con y 5-FU (0,5 µgr/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 proliferación desde las primeras 24 horas, pero su efecto es más 

importante que el del 5-FU al término del experimento (72 horas). Por último, la combinación de 

ambos fármacos en el medio a lo largo de toda la experiencia, produce una mayor inhibición de 

la proliferación celular que cada uno por separado (tabla 107). 
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Tabla 107. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos estimulados con HGF (7,5 ngr/ml) e 

inhibidos con 5-FU (0,5 gr/ml).  

 

Nº 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 M), se 

repitieron los mismos experimentos pero utilizando una concentración doble de la anterior. 

 

En la figura 143 se muestra el resultado del efecto del ATRA 10 M sobre cultivos 

suplementados con SRN 0,5%, estimulados con HGF 7,5 ngr/ml, e inhibidos o no con 5-FU 0,4 

gr/ml. 

 

Figura 143. Efecto del ATRA (10 µM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con 

HGF (7,5 ngr/ml), inhibidos o no con y 5-FU (0,5 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 

 

 

Tal y como muestra la figura 143, el HGF estimula la proliferación 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 concentración de ATRA en el medio, lo 

que se produce es un bloqueo absoluto de la proliferación celular, con una curva prácticamente 

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 M) sobre cultivos estimulados con HGF (7,5 ngr/ml) e 

inhibidos con 5-FU (0,5 gr/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 consideró innecesario completar el estudio de los efectos del 

ATRA a concentraciones 10 M. Así pues, en las siguientes experiencias con el resto de 

Factores de Crecimiento se estudió el efecto de los dos fármacos en sus concentraciones más 

bajas (ATRA 5 M; 5-FU 0,4 gr/ml).  

 

 

1.5.3. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con EGF e inhibidos 
con 5-FU 

 

El segundo Factor de Crecimineto que se estudió fue el Factor de Crecimiento 

Epidérmico (EGF). Las concentración utilizada para los experimentos fue 10 ngr/ml (con la que 

se había 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 proliferación se llevó a cabo 

mediante MTT. 

 

 

Figura 144. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con 

EGF (10 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 
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La figura muestra claramente el efecto estimulante de la proliferación celular por parte 

del EGF a lo largo de toda la curva. Por el contrario, la adición al medio de ATRA o 5-FU 

produce produce una depresión de la curva a partir de las primeras 24 horas tras su adición al 

medio, siendo más acentuada la inhibición de la proliferación en aquellos cultivos en los que se 

hallaban ambos fármacos en el medio de cultivo (tablas 109 y 110).  

 

 

Tabla 109. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos estimulados con EGF (10 ngr/ml) e inhibidos 

con 5-FU (0,4 gr/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. Análisis estadístico ("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 

EGF vs. Control ------ ** *** ns 

EGF vs. HGF + ATRA ------ ns ** *** 

EGF vs. HGF + 5-FU ------ ns *** *** 

EGF vs. HGF + ATRA + 5-FU ------ ns *** *** 

 

 

Para corroborar los resultados obtenidos mediante la técnica de MTT, se optó por 

repetir la experiencia y medir la proliferación mediante el lector xCELLigence (fig. 145).  

 

 



Iñaki Díaz Sanz    Resultados 
 

 173 

 
Figura 145. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con EGF 

(10 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante xCELLigence). 

 

 

En esta experiencia se aprecia como los dos fármacos inhiben de forma similar el 

efecto proliferativo producido por EGF sobre las células, siendo ligeramente superior la 

inhibición producida por la suma de ambos fármacos. 

 

 

 

1.5.4. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con PDGF e inhibidos 
con 5-FU 

El tercer Factor de Crecimiento que se estudió fue el Factor de Crecimiento Derivado 

de Plaquetas (PDGF), empleandose las concentraciones que habían resultado óptimas para 

inducir un efecto estimulador de la proliferación de las células ACC-531: 5 ngr/ml, 7,5 ngr/ml 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 proliferación fue 

lectura en placa mediante MTT. 
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ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,201 0,325 0,396 0,437 

PDGF 0,201 0,341 0,428 0,503 

PDGF + ATRA 0,201 0,261 0,269 0,272 

PDGF + 5-FU 0,201 0,332 0,354 0,395 

PDGF + ATRA + 5-FU 0,201 0,271 0,264 0,291 
 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,173 0,273 0,336 0,385 

PDGF 0,173 0,297 0,397 0,465 

PDGF + ATRA 0,173 0,208 0,241 0,234 

PDGF + 5-FU 0,173 0,274 0,300 0,318 

PDGF + ATRA + 5-FU 0,173 0,231 0,269 0,259 
 

 

Figura 146. Efecto del ATRA (5 µM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con PDGF (5 ngr/ml), 

inhibidos o no con y 5-FU (0,5 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 

 

 

En ambas gráficas, 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 adición al medio de ATRA o 5-FU produce una disminución de la 

proliferación celular, que en el caso del ATRA es casi absoluta. La adición de ATRA a los 

cultivos inhibidos con 5-FU acentuó significativamente la inhibición obtenida con 5-FU; 

alcanzando recuentos celulares casi superponibles a los obtenidos con ATRA sólo (72 horas, 

"Newman-Keuls Multiple Comparison Test" p<0,05). En la tabla 111 se resume el resultado del 

análisis estadísticos de estos resultados.  

 

 

Tabla 111. Análisis estadístico ("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 

PDGF vs. Control ------ ns / ns * / *** * / *** 

PDGF vs. HGF + ATRA ------ *** / *** *** / *** *** / *** 

PDGF vs. HGF + 5-FU ------ ns / ns *** / *** *** / *** 

PDGF vs. HGF + ATRA + 5-FU ------ *** / *** *** / *** *** / *** 
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b) Ensayos con PDFG 7,5 ngr/ml 

A continuación, se repitió la misma experiencia, pero estimulando los cultivos con una 

concentración más elevada de PDGF (7,5 ngr/ml).  

 

 

Figura 147. Efecto del ATRA (5 µM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con 

PDGF (7,5 ngr/ml), inhibidos o no con y 5-FU (0,5 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 

 

En la figura 147  podemos apreciar como con esta concentración de PDGF (7,5 ngr/ml) 

no se muestra el efecto estimulante de la proliferación de las células ACC-531 hasta las últimas 

24 horas. La adición al medio de 5-FU produce una disminución del ritmo proliferativo de las 

células, evidente a partir de las 48 horas de su exposición al medio (72 horas, "Newman-Keuls 

Multiple Comparison Test"; p<0,001). 

 

Por otra parte, la adición de ATRA, sólo o combinado con 5-FU, bloquea de manera 

absoluta la proliferación celular a partir de las primeras 24 horas. Al finalizar el experimento los 

recuentos celulares se sitúan por debajo de lo sembrado al comenzar la experiencia (tabla 

112). 

 

 

Tabla 112. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos estimulados con PDGF (7,5 ngr/ml) e inhibidos 

con 5-FU (0,4 gr/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 

 

 



Iñaki Díaz Sanz    Resultados 
 

 176 

c) Ensayos con PDFG 10 ngr/ml 

Finalmente, se repitió la experiencia aumentando la concentración del PDGF a 

10ngr/ml. En la figura 148 se muestran los resultados de dos experimentos consecutivos, 

realizados con idéntico protocolo. Para la medición de la proliferación celular se utilizó la 

técnica de MTT. 

 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,079 0,167 0,188 0,277 

PDGF 0,079 0,156 0,195 0,286 

PDGF + ATRA 0,079 0,146 0,166 0,232 

PDGF + 5-FU 0,079 0,245 0,220 0,241 

PDGF + ATRA + 5-FU 0,079 0,189 0,144 0,160 
 

 

 

 

ABSORBANCIA 

 
0 H 24 H 48 H 72 H 

Control 0,173 0,273 0,336 0,385 

PDGF 0,173 0,250 0,350 0,422 

PDGF + ATRA 0,173 0,218 0,251 0,229 

PDGF + 5-FU 0,173 0,328 0,326 0,329 

PDGF + ATRA + 5-FU 0,173 0,254 0,235 0,180 
 

 

Figura 148. Efecto del ATRA (5 µM) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%y estimulados con PDGF (10 ngr/ml), 

inhibidos o no con y 5-FU (0,5 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 

 

Nuevamente, el efecto estimulante de la proliferación celular por parte del PDGF sólo 

se manifiesta en las últimas 24 horas. La adición del ATRA y 5-FU produce un efecto inhibidor 

de la proliferación; si bien, dicho efecto sólo se observa en las últimas 24 horas en el caso del 

5-FU. La combinación de los dos fármacos produce una inhibición significativamente superior a 

la inducida por cada uno de ellos por separado. El análiis estadístico de estos resultados se 

resume en la tabla 113. 

 

 

Tabla 113. Análisis estadístico ("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 

PDGF vs. Control ------ * / ns ns / ns ns / * 

PDGF vs. HGF + ATRA ------ ns / ** * / *** *** / *** 

PDGF vs. HGF + 5-FU ------ *** / *** * / ns *** / *** 

PDGF vs. HGF + ATRA + 5-FU ------ *** / ns *** / *** *** / *** 
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Con el fin de corroborar los resultados obtenidos, se repitió la experiencia con la 

concentración de PDGF 10 ngr/ml, utilizando como técnica de medida el lector de placas 

xCELLigence (fig. 149).  

 

 

Figura 149. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con 

PDGF (10 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante xCELLigence).  

 

Al contrario de lo que ocurria en las experiencias anteriores, el PDGF muestra ahora su 

capacidad de estimulación de la proliferación celular desde el inicio de su exposición al cultivo. 

La adición al medio celular de ATRA o 5-FU produce una disminución de la velocidad de 

proliferación del cultivo. Esta inhibición resulta ligeramente mayor cuando se combinan ambos 

fármacos. 

 

 

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 Fibroblástico Básico (FGFb). 

Las concentraciones que se utilizaron fueron 5 ngr/ml y 7,5 ngr/ml, y para los primeros ensayos 

se utilizó el recuento celular mediante la técnica de MTT.  

a) Ensayos con FGFb 5 ngr/ml 

Los resultados obtendios con la concentración de factor de crecieminto más baja se 

resumen en la figura 150. 
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Figura 150. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con 

FGFb (5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT).  

 

 

Desde el inicio de su adición al medio, el FGFb estimula las células de ACC-531 que 

proliferan a mayor velocidad que las de los cultivos control. La adición al medio de cultivo de 

cualquiera de los dos fármacos (ATRA o 5-FU) provoca un bloqueo completo de la proliferación 

celular, sin que la combinación de ambos modifique sensiblemente el resultado obtenido 

(tablas 114 y 115). 

 

 

Tabla 114. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos estimulados con FGFb (5 ngr/ml) e inhibidos 

con 5-FU (0,4 gr/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. Análisis estadístico ("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 ------ *** ** ns 

FGFb vs. HGF + ATRA ------ ns ns *** 

FGFb vs. HGF + 5-FU ------ ns *** *** 

FGFb vs. HGF + ATRA + 5-FU ------ ns ** *** 
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b) Ensayos con FGFb 7,5 ngr/ml 

 

A continuación se repitieron las mismas experiencias, pero aumentando la 

concentración de factor de crecimiento en el medio de cultivo hasta alcanzar 7,5 ngr/ml. Los 

resultados se representan en la figura 151.  

 

 

Figura 151. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con 

FGFb (7,5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 

 

 

El FGFb (7,5 ngr/ml) ha estimulado la proliferación celular a partir de las primeras 24 

horas de su adición al cultivo. Sin embargo, a las 72 horas el recuento celular muestra valores 

muy similares al cultivo control. 

 

El ATRA por si sólo inhibe el estímulo proporcionado por el FGFb a lo largo de toda la 

curva. En cambio, el 5-FU sólo logra su efecto inhibidor en las últimas 24 horas del ensayo. 

 

La adición conjunta de ATRA y 5-FU inhibe la proliferación de las células ACC-531 a 

partir de las primeras 24 horas de su esposición, siendo máximo su efecto inhibitorio sobre el 

cultivo a las 72 horas (tablas 116 y 117). 

 

Tabla 116. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos estimulados con FGFb (7,5 ngr/ml) e inhibidos 

con 5-FU (0,4 gr/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. Análisis estadístico ("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 ** ns 

FGFb vs. HGF + ATRA ------ ns ** *** 

FGFb vs. HGF + 5-FU ------ *** ns *** 

FGFb vs. HGF + ATRA + 5-FU ------ * ** *** 

 

 

 

1.5.6. Efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con VEGF e inhibidos 
con 5-FU 

Por último, se estudió lel efecto del ATRA sobre cultivos estimulados con Factor de 

Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) utilizado en su concentración óptima para estimular 

la proliferación de las células ACC-531: 7,5 ngr/ml.  

 

 

Figura 152. Efecto del ATRA (5 M) sobre cultivos suplementados con SRN 0,5%, estimulados con 

VEGF (7,5 ngr/ml), e inhibidos o no con 5-FU (0,4 µgr/ml) (cuantificado mediante MTT). 

 

 

El VEGF estimula la proliferación de las células ACC-531 desde el inicio de su adición 

al medio de cultivo. Por otro lado, tanto el 5-FU como el ATRA inhiben la proliferación celular a 

partir de las 24 horas de tratamiento, llegando a aplanar por completo la curva proliferativa del 

cultivo. La combinación 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 M) sobre cultivos estimulados con VEGF (7,5 ngr/ml) e inhibidos 

con 5-FU (0,4 gr/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. Análisis estadístico ("Newman-Keuls Multiple Comparison Test") de los resultados 

mostrados en la figura 152 (no significativo: ns; p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001:***). 

 

 0 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 

VEGF vs. Control ------ *** ** *** 

VEGF vs. HGF + ATRA ------ *** *** *** 

VEGF vs. HGF + 5-FU ------ ns *** *** 

VEGF vs. HGF + ATRA + 5-FU ------ ns *** *** 
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2. Estudios “in vivo” 

La segunda sección de este capítulo de Resultados recoge los experimentos llevados a 

cabo “in vivo” con ratas singénicas respecto a la línea celular CC-531. Estos experimentos 

estuvieron orientados a comprobar si los resultados obtenidos “in vitro” tenían algún 

paralelismo con la situación real (“in vivo”); es decir, si el ATRA es capaz de frenar el desarrollo 

de metástasis hepáticas tras cirugía, y si afecta a la efectividad del 5-FU en dicha situación. 

 

La inoculación esplénica de células CC-531 originó la presencia de focos metastásicos 

en el hígado 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 

día 30 post-inoculación. 

 

Se trata de masas redondeadas, blanquecinas, fácilmente distinguibles del resto del 

parénquima hepático (fig. 153). Casi siempre se desarrollan superficialmente, por lo que es fácil 

su recuento, Sin embargo, en ocasiones crecen en el espesor del lóbulo y sólo pueden 

identificarse si se procede a realizar cortes seriados de 3-4 mm de espesor.  

 

  

  

Figura 153. Metástasis de adenocarcinoma de colon (CC-531) inducidas mediante inoculación esplénica. 
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De todas formas, el desarrollo no es uniforme entre los diferentes animales de cada 

serie, encontrándose con frecuencia algún animal que presenta focos muy crecidos, que 

incluso coalescen entre sí (fig. 154). 

 

  

 

Figura 154. Metástasis confluyentes en la cara posterior del lóbulo paramediano del hígado. 
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2.1. Efecto de la hepatectomía sobre el desarrollo metastásico 

En los animales sometidos a hepatectomía 40% el día 10 de evolución el número de 

focos metastásicos en el hígado apreciables veinte días después se vio incrementado en más 

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 alcanzó una importante significación 

estadística (p<0,01). 

 

 

 

Figura 155. Recuento de focos metastásicos en el hígado el día 30 de 

evolución (p=0,0016). 

 

 

Tabla 120. Recuento de focos metastásicos 

 

 
Laparotomía Hepatectomía Análisis 

M DS M DS T Student 

Total 2,1 0,99 7,0 4,41 0,0016 

< 1 mm 0,8 0,78 2,6 1,94 0,0087 

1 - 3 mm 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 más detalle el comportamiento evolutivo del proceso 

metastásico, se desglosó el recuento de focos, agrupándolos en tres categorías en función de 

su tamaño. Tal y como se puede apreciar en la figura 156, el incremento en el número de focos 

producido por la hepatectomía parcial fue similar en cada una de las tres categorías.  
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Figura 156. Distribución por tamaños del recuento 

de focos metastásicos en el hígado el día 30 de 

evolución. Las diferencias observadas alcanzan 

significación estadística en los tres casos (p<0,05). 
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2.2. Tratamiento con ATRA 

2.2.1. Efecto sobre el desarrollo metastásico 

Los resultados obtenidos en esta serie experimental resultaron algo más 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 análisis un test no paramétrico (Mann Whitney). 

 

Tabla 121. Recuento de focos metastásicos 

 
Excipiente ATRA Análisis 

Md Rango Md Rango p 

Total 6 19 (2-21) 2 27 (1-28) 0,15 

< 1 mm 2 5 (1-6) 1 10 (0-10) 0,39 

1 - 3 mm 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 reducción en el número de focos en el grupo de animales 

tratados con ATRA (figura 157), sin embargo la diferencia no alcanza significación estadística.   

 

 
 

Figura 157. Recuento de focos metastásicos en el hígado el día 30 de 

evolución (p=0, 15). 
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Al agruparlos por tamaño, se observó que en los animales tratados se redujo 

significativamente el número 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 metástasis.  

 

 

  

 

Figura 158. Distribución por tamaños del recuento 

de focos metastásicos en el hígado el día 30 de 

evolución. Las diferencias observadas sólo 

alcanzan significación estadística en las metástasis 

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 días después de los del grupo control. Sin embargo, este ligero 

retardo no resulta estadísticamente significativo. 

 

 

Figura 159. Curva de supervivencia y análisis mediante Kaplan Meier (p=0, 36). 
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De hecho, al prolongar el seguimiento hasta los 150 días, la impresión que produce es 

justo la contraria, situándose la línea de supervivientes del grupo control por encima de la de 

los tratados. Sin embargo, tampoco esta diferencia resulta estadísticamente significativa (figura 

160).  

 

Figura 160. Curva de supervivencia y análisis mediante Kaplan Meier (p=0, 42). 

 

 

Por último, si excluimos del estudio los animales que no mostraron metástasis 

hepáticas, vemos como las dos curvas son prácticamente superponibles (Figura 161). 

 

 

Figura 161. Curva de supervivencia y análisis mediante Kaplan Meier (p=0, 59) 

excluyendo los animales que no desarrollaron metástasis hepáticas. 
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2.3. Tratamiento con 5-Fluor Uracilo  

2.3.1. Elección de la dosis terapéutica 

Dado que en la literatura se encuentran diversos protocolos de utilización del 5-FU en 

ratas, realizamos un estudio de toxicidad hematológica con las dos pautas que resultaban más 

apropiadas para nuestro modelo experimental: tres dosis de 50 o 100 mgr/Kg separadas una 

semana entre sí (días 13, 20 y 27 de evolución). 

 

En cada una de las dos experiencias se incluyeron tres grupos de animales: 

 no operados 

 portadores de metástasis 

 portadores de metástasis y sometidos a hepatectomía parcial 

 

A su vez, cada uno de esos tres grupos se dividió en dos mitades: una recibió el 

tratamiento con 5-FU y la otra sólo 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 deplección casi total de esatas 

células sanguíneas; y esto incluso teniendo en cuenta que los animales con metástasis 

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 reducción 

del hematocrito a valores inferiores al 20%, y una reducción 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 hematológicos de los animales tratados con 5-FU 100 mg/kg. 

 

 

 

La serie de animales tratados con la dosis baja de 5-FU presentaron un afectación 

hematológica 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 persistió la pérdida de 

hemoglobina (todas las diferencias alcanzaron significación estadística).  
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Figura 163. Valores hematológicos de los animales tratados con 5-FU 50 mg/kg. 

 

 

2.3.2. Efecto sobre el desarrollo metastásico 

El tratamiento con 5-FU produjo una reducción dramática en el número de focos 

metastásicos detectables en el hígado (figura 164). Para poder encontrar metástasis en los 

animales tratados hubo que retrasar el momento de la evaluación desde el día 30 hasta el 42; 

en ese momento, en el grupo tratado el recuento de focos mostró menos del 25% de los 

encontrados en los animales controles (tabla 122). 
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Figura 164. Recuento de focos metastásicos en el hígado el día 42 de 

evolución (p=0,0016). 

 

 

Tabla 122. Recuento de focos metastásicos en el día 42 de evolución 

 

 
Control 5-FU Análisis 

M DS M DS T Student 

Total 21 6,7 4,5 2,3 0,018 

< 1 mm 7 3,1 1,4 0,9 0,0045 

1 - 3 mm 8 2,6 2,2 1,1 0,0324 

> 3 mm 6 2,0 0,9 0,4 0,0007 

 

La clasificación de las metástasis en función del tamaño mostró una reducción muy 

similar en cada una de las categorías (figura 165) , a diferencia de lo ocurrido con el ATRA. 

 



Iñaki Díaz Sanz    Resultados 
 

 193 

  

 

Figura 165. Distribución por tamaños del recuento 

de focos metastásicos en el hígado el día 42 de 

evolución. Las diferencias observadas alcanzan 

significación estadística (p<0,01). 

 

 

La existencia de un número importante de focos metastásicos permitió analizar también 

la distribución por lóbulos. Llama la atención que el número no se corresponde con la mas del 

lóbulo. El lóbulo paramediano supone un 30% del hígado y el lateral izquierdo un 40%, y sin 

embargo el número de focos en este último duplica al anterior. Este peculiar patrón de 

distribución no se ve alterado por el tratameinto con 5-FU. 

 

  

Figura 166. Distribución por lóbulos de las metástasis encontradas. El tratamiento con 5-FU no modifica 

el patrón de distribución. 
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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 

aparición de las primeras muertes (11 días). Sin embargo, al igual que ocurrió con los animales 

tratados con ATRA, al prologar el seguimiento más allá de los dos meses, desaparece 

cualquier diferencia, y las curvas son prácticamente idénticas entre los controles y los tratados 

(figura 167). 

 

 

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 evolución metastásica 

En las dos primeras series realizadas los animales se sacrificaron el día 42 de 

evolución y no hubo metástasis en los animales que recibieron ATRA+5-FU. Por ese motivo se 

realizó una tercera serie en la que los animales fueron vigilados mediante controles 

ecográficos, decidiéndose el sacrificio al cumplirse la décima semana de evolución. 

En el grupo control (tratado únicamente con 5-FU) sólo 4 de los animales desarrollaron 

metástasis, contabilizándose un total de 13 focos (tabla 123). En el grupo sometido al doble 

tratamiento sólo tres animales presentaron metástasis, con un total de 9 focos (7 de ellos en el 

mismo animal). Estos resultados no permiten un análisis estadístico, por lo que no resultan 

conclusivos. 

 

Tabla 123. Recuento de focos metastásicos en el día 42 de evolución 

 

Animales tratados con 5-FU Animales tratados con ATRA+5-FU 

 

Rata 1: negativo 
Rata 2: negativo 

Rata 3:  

1 metástasis de 3 mm en LLD 
2 metástasis de 1 mm en LM 

Rata 4: negativo 

Rata 5: 
1 metástasis de 2 mm en LLD 

3 metástasis de 1 mm en LLD 
4 metástasis de 1 mm en LM 

 

Rata 6: 
1 metástasis de 2 mm en LC 

Rata 7: 

1 metástasis de 2 mm en LLD 

 

 

Rata 1: 
1 metástasis de 4 mm en LC 

Rata 2: negativo 

Rata 3: negativo 
Rata 4: negativo 

Rata 5: 

1 metástasis de 1 mm en LLD 
Rata 6:  

1 metástasis de 6 mm en LLD 
1 metástasis de 4 mm en LLD 

1 metástasis de 2 mm en LLD 

1 metástasis de 1 mm en LLD 
1 metástasis de 6 mm en LM 

1 metástasis de 2 mm en LM 

1 metástasis de 1 mm en LM 
Rata 7: negativo 

 

 

 

2.4.2. Efecto sobre la supervivencia 

La representación gráfica del control de supervivencia de los animales de esta 

experiencia (figura 168) muestra un ligero beneficio a favor del grupo que recibió únicamente 5-

FU: comienzan a fallecer unos días después, y los últimos animales en morir lo hacen más 

tarde. Sin embargo, comparación mediante Kapplan Meier muestra que las diferencias 

observadas no son estadísticamente significativas (p=0,325). 
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Figura 168. Curva de supervivencia en animales tratados con 5-FU o con ATRA+5-FU. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



DISCUSIÓN 
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Las neoplasias colorrectales constituyen uno de los procesos tumorales más frecuentes 

en el mundo occidental, representan la tercera causa de patología neoplásica y son 

responsables de aproximadamente el 10% de las muertes por cáncer. Casi la mitad de los 

pacientes aquejados de cáncer colorrectal (CCR) desarrollará metástasis hepáticas, y en un 

15-25% de ellos está ya presente en el momento del diagnóstico. El tratamiento de elección en 

la patología metastásica es el quirúrgico, el cual muestra la mejor supervivencia a largo plazo 

(3).  

 

En este contexto, el conocimiento de la biología del cáncer y de la formación de las 

metástasis ha conducido al desarrollo de nuevas terapias y modelos de experimentación 

fundamentados en dicha biología tumoral (183).  

 

En nuestro estudio analizamos el efecto sobre las metástasis hepáticas de la cirugía de 

resección así como la utilización de los fármacos ácido retinoico (ATRA) y 5-fluorouracilo (5-

FU), tanto in vitro como in vivo. 

 

1. Estudios “in vitro” 

Para realizar estudios de proliferación 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 proliferación, 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 concentración 

óptima de suero fetal bovino (SFB) en el medio de cultivo que asegure un correcto crecimiento 

de nuestras células. A raíz de los resultados obtenidos con diferentes concentraciones, la 

concentración de  10% resultó ser óptima 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%. Así pues, para los procedimientos de descongelación, 

pases, mantenimiento y congelación de las células se utilizó medio complementado con el 

estándar SFB 10%.  

1.1. Suero de rata hepaectomizada y proliferación celular 

Sin embargo, este procedimiento estándar no resulta un control adecuado para nuestro 

trabajo, ya que al estudiar el efecto del suero de ratas sometidas a hepatectomía parcial no es 

posible separar el efecto del suero en sí del de aquellas moléculas aportadas por la resección 

hepática.  Así pues, hubimos de definir un control basado en el estímulo de los cultivos con 
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suero obtenido de ratas WAG/RijCrl normales  (SRN), es decir, sin haber sufrido intervención 

alguna. El SRN produce un mayor estímulo proliferativo sobre las células en comparación al 

SFB, llegando a estimular el SRN a la concentración de 5% de igual manera que el SFB al 

10%. Efecto lógico 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 hepatectomía 

(SRH), en nuestras experiencias ha mostrado un claro efecto estimulador de la proliferación 

celular. Este hallazgo está en consonancia con experimentos similares llevados a cabo por 

nuestro grupo en otras líneas célulares (154). Otros grupos de investigadores también han 

encontrado un efecto proliferativo del SRH sobre las células. Penelope Little et al. demostraron 

que la adición de suero de rata hapetectomizada a cultivos de hepatocitos promovía el 

crecimiento de los mismos al inducir su entrada en fase S (205). Otro grupo de investigación 

californiano descubrió que la adición al medio de suero de rata hepatectomizada en cultivos de 

células hepáticas procedentes de ratas fetales, originaba un incremento en la síntesis de DNA 

así como de proteínas (206).  

 

Hay que tener en cuenta que para comparar el efecto estimulatorio de la proliferación 

celular que el SRH produjo sobre nuestros cultivos, tuvimos que reducir la concentración de los 

sueros con el fin de evidenciar más claramente las diferencias entre ellos. Utilizando 

concentraciones del 2,5% ó 0,5% el  SRH producjo un mayor estímulo de la proliferación 

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 investigación (203) el 

cual cultivó 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 hepatectomía. 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 contraposición de los resultados obtenidos por este grupo con respecto a los 

nuestros puede ser explicada tal vez por error metodológico 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 patrón de RNAm de Receptores 

de Factores de Crecimiento que podría permitir la estimulación del crecimiento de estas células 

por los Factores de Crecimiento producidos por el hígado al regenerarse. Esta afirmación se 

contradice con sus propios resultados de proliferación celular en placa. Tal vez un estudio del 

crecimiento celular a intervalos de tiempo inferiores a las 72 horas hubiesen aportado una 

información más esclarecedora.  
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1.2. Factores de Crecimiento y proliferación celular 

Una vez demostrado que la cirugía de resección hepática conlleva un proceso de 

regeneración del hígado durante el cual se liberan Factores de Crecimiento que estimulan el 

crecimiento de las células cancerígenas remanentes en el hígado, se procedió 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 observó que la adición del factor HGF (7,5 ngr/ml) 

producía un efecto estimulatorio de la proliferación celular en placa. Otros grupos de 

investigación han obtenido resultados similares, demostrando la capacidad estimulatoria de la 

proliferación celular del HGF en diversas líneas celulares como en células pancreáticas (207),  

de adenocarcinoma gástrico (208) o de cólon (209, 210), cáncer de vejiga (211), hepatocitos 

(109; 212) etc. mediante diversas experiencias in vitro. Merece la pena destacar que la 

concentración 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 hepáticas (209). 

 

El siguiente factor de crecimiento que se adicionó 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 producían un estímulo proliferativo sobre las 

células ACC-531 en comparación 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 demostró el efecto estimulatorio del EGF sobre cultivos de células de cáncer de mama 

humano (213). 

 

En tercer lugar, se evaluó el efecto sobre los cultivos del Factor de Crecimiento 

Derivado de Plaquetas (PDGF). Se observó que concentraciones del orden de 5-10 ngr/ml 

estimulaban los cultivos celulares. Estos resultados corroboran los ya obtenidos por otros 

grupos en los que señalan al PDGF como factor estimulante del crecimiento celular y la 

angiogénesis. Lee SW et al. demostraron que cultivos celulares de cáncer de cólon C-26 

cultivados con medio complementado con suero extraído de ratones Balb/C hembras 

laparotomizadas proliferaban en mayor medida que los cultivos control. Además, observaron 

que dicho estímulo era producido por el aumento en la concentración 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 demostró que el PDGF (5 ó 10 ngr/ml) inducía un estímulo 

del crecimiento de la capilaridad (215). 

  

Se continuó el estudio utilizando en esta ocasión el Factor de Crecimiento  

Fibroblástico Básico (FGFb), confirmando que el FGFb, a una concentración de 2,5-5 ngr/ml, 

producía  un efecto estimulatorio en la proliferación de los cultivos con células ACC-531. 
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Resultadados similares se han obtenido también en otras líneas celulares, como en las células 

mesoteliales de ovario con las que Emilia Pierro et al. demostraron el efecto potenciador de la 

proliferación del FGFb (10 ngr/ml) al cultivarlas en su presencia (216). Otro grupo de 

investigación demostró 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 evaluó el efecto del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular 

(VEGF), obteniendo nuevamente una estimulación de la proliferación de nuestras células 

mediante la adición 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 investigación han demostrado también la capacidad que el VEGF posee en la 

estimulación de la proliferación celular. El mismo grupo que demostró el efecto proliferativo del 

FGFb sobre las células de adenoma paratiroideo demostró igualmente el efecto del VEGF 

sobre esta línea celular de adenoma. En su caso, la concentración óptima del factor resultó 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 proliferación celular 

Una vez demostrada la capacidad que tienen los Factores de Crecimiento HGF, EGF, 

PDGF, FGFb y VEGF de estimular por sí solos los cultivos celulares in vitro de ACC-531, se 

procedió a estudiar el comportamiento de las células tumorales adicionando al medio de cultivo 

el fármaco all-trans retinoico (ATRA). Tras un primer estudio de los efectos de diversas 

concentraciones del fármaco en medio con SRN 5% (equivalente al 10% del estándar SFB), se 

observó que la concentración de 10 µM producía 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 vió que 

concentraciones bajas de ATRA producían un leve efecto potenciador de la proliferación 

celular.  

 

Este efecto inhibidor de la proliferación celular in vitro originado por el ATRA ha sido 

constatado en diversas líneas celulares: células cancerosas de páncreas humano (220, 221), 

células de cáncer de ovario (222), células de hepatoma humano, cáncer de mama y de pulmón 

(223),  células Müller de rata (224) o queratinocitos (225), entre otras. Con respecto al tipo 

celular de cáncer de colon, otros autores han señalado 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 había añadido concentraciones crecientes de ATRA 

(0,1, 1 y 10 µM), demostraron que el fármaco producía una inhibición de la proliferación, 
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llegandose a las 96 horas de su adición al medio a recuentos cercanos a la mitad de los del 

cultivo control (226).  

 

No obstante, hay estudios que demuestran que no todas las líneas celulares son 

susceptibles de ver disminuída su proliferación a causa del ATRA, como es el caso de las 

líneas de cáncer de colon humano HCT-116, SW620 o la línea WiDR (226). Ciertas líneas 

celulares pueden incluso llegar a ver aumentado su ritmo proliferativo como consecuencia de la 

adición de ATRA al medio, como resulta en el caso de la línea MC-26 de cáncer de colon. En 

este estudio, las células MC-26 fueron cultivadas durante 4 días en presencia de 

concentraciones crecientes de ATRA (10
-10 

- 10
-7 

M). El resultado fue que las células cultivadas 

con el fármaco vieron estimulada su proliferación de manera dosis-dependiente, con un efecto 

máximo (~50% por encima de los recuentos del cultivo control) con la concentración de 10
-8

 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 µM no produjo cambios significativos en la proliferación 

celular al reducir la concentración de SRN a la mitad (2,5%). Por su parte, la concentración de 

ATRA 5 µM mostró un efecto antiproliferativo que no se dió con SRN 5% en el medio. Estos 

resultados evidencian la dependencia entre las concentraciones de ATRA y suero, siendo el 

estímulo antiproliferativo del ATRA inversamente proporcional a la concentración de suero en el 

medio de cultivo. Posteriormente, se redujo la concentración del suero al 1%, obteniéndose 

resultados similares. 

 

Finalmente se estudió el efecto del ATRA sobre cultivos con la concentración más baja 

de SRN, 0,5%. Las dos concentraciones de ATRA mostraron un efecto antiproliferativo muy 

superior, produciendo las concentraciónes de 5 µM y 10 µM una reducción del 25% y del 50% 

respectivamente, en comparación al cultivo control; datos que corroboran la afirmación anterior 

consistente en el hecho de que la progresiva reducción de la concentración del SRN en el 

cultivo se acompaña de un incremento progresivo en la sensibilidad de las células ACC-531 

frente al ATRA.   

 

Dado que la mayoría de los experimentos se debían realizar en medio enriquezido con 

SRN al 0,5%, se amplió el espectro de concentraciones de ATRA. De este modo, se observó 

que concentraciones ínfimas de ATRA (0,01 y 0,005 µM) estimulaban el crecimiento de los 

cultivos mientras que concentraciones altas del fármaco (15 y 20 µM) inhibían el crecimiento 

celular, obteniéndose recuentos celulares muy por debajo del control. Estas observaciones 

resultan difíciles de contrastar con otros grupos de investigación debido a la escasa bibliografía 

existente al respecto.   
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Una vez analizado el efecto del fármaco sobre las células cultivadas en condiciones 

normales, se procedió a enriquecer los cultivos con SRH a diferentes concentraciones. Puesto 

que la primera concentración de suero a la que se observaron diferencias entre el SRN y el 

SRH fue la de 2,5%, se comenzó 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, 5 y 10 µM, resultando una inhibición significativa de los cultivos únicamente con 

la última. Al disminuir la concentración de SRH al 1%, las concentraciones de 5 y 10 µM 

producen una disminución de la proliferación celular; si bien, ésta resulta más acentuada con la 

concentración mayor. Finalmente, con la concentración de SRH al 0,5%, dado que es la 

concentración con la que se van a realizar la mayoría de las experiencias, se estudiaron tres 

concentraciones diferentes de ATRA: 0.05, 5 y 10 µM. En esta ocasión, la concentración más 

baja de ATRA produjo un efecto estimulatorio de la proliferación celular, mientras que la 

concentración de 5 µM redujo la proliferación de las células a valores cercanos a la mitad del 

control. Por su parte, la concentración más alta del fármaco resultó 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 concentración de suero en el medio. A medida que se disminuye la concentración de SRH 

en el medio, las células se muestran más sensibles al ATRA. 

 

A raíz de los resultados, se optó por utilizar la concentración de 5 µM de ATRA en las 

sucesivas experiencias. Concentración que, por otra parte, se enmarca dentro de los valores 

no tóxicos del fármaco en cuestión (177).  

 

1.4. Efecto del ATRA sobre el estímulo producido por los FC 

Tras establecer las concentraciones óptimas de ATRA (5 µM) y de suero (0,5%), se 

procedió al estudio de los efectos del fármaco sobre cultivos estimulados con los Factores de 

Crecimiento de manera individual.  

 

Comenzando con el factor HGF en su óptima concentración (7,5 ngr/ml), se observó 

que el ATRA producía un efecto inhibidor sobre aquellos cultivos a los que se añadía, 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, resultó mucho más evidente cuando el 

recuento celular se llevó 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 gráfica con el MTT, los cambios en las propiedades y 

características entre placas de 96 pocillos (MTT y xCELLigence) y de 24 pocillos 
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(Hemocitómetro 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 investigación que se valen de estas técnicas, como es el caso de un grupo germano 

que se valió del uso del hemocitómetro, ensayo del MTT y ensayo de la incorporación de [3H]-

timidina para estudiar los efectos de los factores de crecimiento en la proliferación 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 determinación del número de 

células así 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 fármaco ATRA (5 µM) mostraron una disminución de la proliferación en comparación con 

aquellos no tratados. El ATRA inhibió de manera significativa el efecto proliferativo ejercido 

sobre las células por el FC en sus dos concentraciones óptimas. Existen diversos estudios que 

tratan de aclarar las bases moleculares por las que el ATRA inhibe la proliferación in vitro de 

células estimuladas con EGF, como es el caso del grupo chino de Fei Liu et al., que utilizando 

la línea humana de hepatocarcinoma 7721 demostró que la expresión del gen supresor de 

metástasis nm23-H1 aumenta en presencia del ATRA (1-10 µM) y que disminuye en presencia 

del EGF (10-20 ngr/ml) (231). 

  

El siguiente factor que se utilizó fue el PDGF, en las concentraciones de 5 y 10 ngr/ml. 

En ambos casos, la adición del ATRA al medio de cultivo produjo un efecto inhibitorio de la 

proliferación celular, siendo además este efecto mucho más 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 

músculo 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 síntesis 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 músculo liso de arteria coronaria humana, con concentraciones variables de 

ATRA (0,002, 0,02, 0,2 y 2 µM) y de PDGF ( 20ngr/ml) (233). Queda confirmada de esta 

manera la capacidad que posee el fármaco ATRA de inhibir la proliferación de cultivos 

celulares estimulados con el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas y que además, esta 

inhibición se produce de manera dosis-dependiente. 

 

A continuación se llevaron acabo experimentos en los que se cultivaron células en 

medios a los que se les había añadido el factor FGFb y ATRA. Las concentraciones utilizadas 

para el FGFb fueron 2,5, 5 y 10 ngr/ml, y para ATRA 5 µM. En esta ocasión también se 

demostró la inhibición de la proliferación producida al añadir 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 líneas celulares diferentes. Así, Kosaka et al. estudiaron las 

interacciones en el ciclo celular del ATRA y FGFb mediante cultivos de células de músculo liso 

de vasos sanguíneos. Para ello, pre-trataron a las células durante 48 horas con ATRA  (10
-3

, 

10
-2

, 10
-1

 y 1 µM) y posteriormente las estimularon con el factor FGFb (10 ngr/ml). Observaron 

que las células que habían sido pretratadas con ATRA mostraban una menor síntesis de ADN y 

que esta inhibición de la síntesis de ADN era dosis-dependiente del ATRA, siendo mayor con la 

concentración 1 µM (234).   

 

En último lugar, se estudió el efecto de añadir VEGF (7,5 ngr/ml) y ATRA ( 5µM) a los 

cultivos de ACC-531. El efecto inhibidor del ATRA sobre nuestra línea celular estimulada con el 

factor quedó nuevamente confirmado. La acción del Factor de Crecimiento del Endotelio 

Vascular sobre los cultivos celulares así como su interacción con el ATRA ha sido estudiada 

también por otros grupos de investigación, confirmando su efecto antiprolifartivo. En un estudio 

realizado con la línea celular NB4 de leucemia promielocítica aguda, se observó que la adición 

al medio de cultivo de ATRA (10
-6

M) durante tres días, originaba un drástico descenso en la 

producción 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 inhibición 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 o no 

duradero ya que pueden producirse resistencias. 

 

Es por ello por lo que se decidió pre-tratar a las células en cultivo con ATRA (0,005 µM, 

10 µM y 15 µM) complementando el medio con SFB 10%. Tras tres días, 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 cambió el medio por otro con las mismas 

concentraciones del fármaco pero suplementando el medio con SRN 0,5%. 

 

A raíz de los resultados, se puede afirmar que el pre-tratamiento con ATRA (10 ó 15 

M) induce un freno de 24 horas en la proliferación tras retirar el ATRA. A las 48 horas, el 

índice de proliferación aumenta con respecto a los no pre-tratados, mientras que a las 72 horas 

el índice de proliferación es igual a los no pre-tratados. Estos datos sugieren que el efecto del 

ATRA sobre las células ACC-531 es temporal, es decir, sólo se manifiesta mientras dura su 

presencia en el medio de cultivo.  

 

Por otra parte, el tratamiento posterior de los cultivos con ATRA 0,005 µM no produjo 

un cambio significativo con respecto al cultivo sin ATRA. La adición a los cultivos del fármaco a 

las concentraciones de 10 y 15 µM produjo una disminución de la velocidad de proliferación de 



Iñaki Díaz Sanz    Discusión 
 

 206 

las células, llegando incluso a mermar los cultivos. En las células pre-tratadas con ATRA 10 y 

15 µM la caída resultó más pronunciada. 

 

Con el objetivo de comprobar si esto era así independientemente del tiempo de 

exposición al fármaco (pre-tratamiento), se sometieron las células al efecto del ATRA (0,05, 10 

y 15 µM) durante un período más largo de tiempo: seis días. En este caso, no se observó ese 

retraso en la proliferación en las células pre-tratadas con ATRA 10 M y 15 M que se apreció 

en el pre-tratamiento de 3 días de duración. Sí se observó en cambio un aumento del Índice de 

Proliferación a las 72 horas de la células pre-tratadas con respecto al control. Nuevamente, el 

cultivo con una concentración ínfima de ATRA (0,05 µM) no produjo cambios significativos con 

respecto a las células no tratadas. No obstante, centrándonos en el Índice Proliferativo de los 

cultivos a las 72 horas, se observó un mayor crecimiento de las células pre-tratadas con ATRA 

con respecto al control SFB 10%. Por su parte, la proliferación posterior de los cultivos en 

medios con ATRA 10 y 15 µM sufrió un aplanamiento con respecto al cultivo control, llegando 

esta última concentración a ser nociva para las células. 

 

Varios grupos de investigación han llevado a cabo estudios tanto in vivo como in vitro 

del efecto de la acción continuada en el tiempo del fármaco ATRA. Esto es debido, en último 

lugar, al hecho desafortunado de que en la quimioterapia basada en el uso del ATRA contra 

diversos tipos de cánceres, se produce la aparición de resistencias a la misma (236-238; 239, 

240). Según diversos estudios, aunque el ATRA es un agente muy eficaz, como lo es en el 

caso de la leucemia promielocítica 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 continúa sin determinarse, si bien se han 

descrito varios mecanismos posibles. Unos se basan en la necesidad de alcanzar una 

concentración 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 fármaco 

podría darse como un resultado de: una alteración del receptor del ácido retinoico RAR, una 

concentración insuficiente de ATRA o bien como alteraciones en los mecanismos intracelulares 

que regulan la unión del ácido retinoico y su metabolismo (240). 

 

1.6. Efecto del 5-FU sobre los cultivos CC-531 

Con el propósito de mejorar la eficacia del tratamiento lograda con el ATRA, se propuso 

la utilización conjunta de un quimioterápico 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% (estándar) se obtuvo que el efecto antiproliferativo del 

quimioterápico en nuestros cultivos de ACC-531 resultaba ser dependiente de la dosis al 

quimioterápico así como del tiempo de exposición al mismo. Concentraciones cercanas al 0,25 
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µgr/ml durante 24 horas lograban reducir en más de un 50% el recuento celular al final de la 

experiencia (72 horas). No obstante, la concentración así como la duración de exposición al 

fármaco varía en la bibliografía según el grupo, el tipo de línea celular o el tiempo de exposición 

al fármaco. Según un estudio realizado con la línea celular de carcinoma de colon HT-29, se 

consigue una ihibición de la proliferación similar a la nuestra con concentraciones de 5-FU 

cercanas a 50-100 µgr/ml durante 48 horas de exposición (241). No obstante, otro estudio 

llevado a cabo con la línea celular de cáncer de colon WiDR, muestra cómo concentraciones 

de 5-FU próximas a 0,5 µgr/ml durante 24 horas de exposición al cultivo producían la misma 

inhibión de la proliferación (242). 

 

En un siguiente paso, se estudió 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 proliferación con SRH 

que con SRN. 

 

En esta ocasión, se observó 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 inhibición de la 

proliferación celular, llegando a la concentración de 0,5 µgr/ml a una inhibición del 33,52%. A 

raíz de las abservaciones se deduce nuevamente como el SRN estimula en mayor medida 

nuestros cultivos en comparación al SFB. Reduciendo la presencia en los medios celulares del 

SRN a concentraciones ínfimas (0,5%), el 5-FU 0,5 µgr/ml produce una mayor inhibición celular 

que con el SRN 2,5%, llegando a valores del 45,96% de inhibición. 

 

Con el fin de comprobar si el efecto inhibitorio del 5-FU (0,5 µgr/ml) se repetía en 

cultivos estimulados, los medios de cultivo se complementaron con SRH. En un primer lugar, se 

utilizó la concentración de suero de 2,5%, confirmándose la capacidad inhibitoria del 

quimioterápico así como la dosis-dependencia de la misma. Al reducir la concentración del 

suero al 0,5% se observó como el 5-FU producía una inhibión del 41,14%, inhibición menor que 

la que se produce con el SRN además de mostrar su dosis-dependencia. 

 

En conclusión, se observó que el 5-FU producía un mayor efecto inhibidor de la 

proliferación en cultivos enriquecidos con SFB que con SRN y que a su vez, esta inhibición con 

SRN era mayor que con SRH. Por otra parte, la acción del 5-FU en cada caso era dosis-

dependiente, de manera que a mayor concentración de quimioterápico mayor inhibición se 

daba en los cultivos. Para la línea celular en cuestión de ACC-531, concentraciones del orden 

de 0,4 - 0,5 µgr/ml mostraban una inhibición de los cultivos cercana a la mitad del cultivo 

control. En lo sucesivo, con el fín de combinar en el medio celular el fármaco ATRA y el 

quimioterápico 5-FU, se optó por utilizar una concentración de 5-FU más baja:  0,4µgr/ml.  
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En un siguiente paso, se evaluó el efecto de la adición de 5-FU a cultivos estimulados 

con los Factores de Crecimiento en sus concentraciones óptimas. 

 

Comenzando por el HGF, aquellos cultivos que además del factor llevaban en el medio 

el quimioterápico mostraron una clara inhibición proliferativa a partir de las primeras 24 horas 

desde su exposición. Queda demostrado así la capacidad antiproliferativa del 5-FU incluso en 

cultivos estimulados por el factor HGF. Anteriormente nuestro grupo comprobó este hecho con 

otra línea celular como la  WiDR de cáncer de colon (242, 243). 

 

Resultados similares se obtienen al sustituir el factor HGF por el factor EGF, el cual, en 

sus óptimas concentraciones (5 y 10 ngr/ml) estimula la proliferción de las células en cultivo. 

Sin embargo, la adición conjunta del quimioterápico al medio junto con el EGF, produce un 

efecto inhibidor sobre los cultivos de ACC-531. Resultados similares han obtenido otros autores 

con otras líneas, corroborando lo descubierto por nuestro grupo, como es el caso de células de 

cáncer de colon WiDR (242) ó células endoteliales de córnea de conejo. En este último, 

sembrando las células en placas de 24 pocillos las expusieron al quimioterápico 5-FU (10 

µgr/ml) y al factor EGF (10 ngr/ml) durante 7 días. Los cultivos con EGF libres de 5-FU 

estimularon la proliferación en un 70% en comparación al cultivo control, obteniéndose 

resultados similares al realizar recuentos por hemocitómetro o mediante Coulter Counter. La 

concentración de EGF 1 ngr/ml resultó ser inactiva. La adición al medio de 5-FU inhibió el 

efecto del EGF sin muestras de toxicidad para dichas células, la cual tenía lugar a 

concentraciones mayores de 100 µgr/ml (244). 

 

El siguiente factor estudiado fue el PDGF en sus óptimas concentraciones (5, 7,5 y 10 

ngr/ml). En todas ellas, la adición al medio del quimioterápico 5-FU ejerció un efecto 

antiproliferativo de los cultivos celulares de ACC-531, evidente a partir de las primeras 24 horas 

desde su exposición. Otros grupos han trabajo en su incidencia en los cultivos de diversas 

líneas celulares en los que añadían además inhibidores del receptor PDGFR (245) o quimio-

sensibilizadores de fármacos antitumorales (246) incrementando así su efecto antiproliferativo. 

 

Por otra parte, el Factor de Crecimiento FGFb también vió inhibido su efecto 

estimulatorio de la proliferación celular al adicionar al medio el quimioterápico 5-FU. En los tres 

casos en los que se añadió al medio el FGFb en sus concentraciones óptimas (2,5, 5 y 10 

ngr/ml) el 5-FU 0,4 µgr/ml fue capaz de inhibir notablemente el efecto del factor sobre las 

células a partir de las primeras 24 horas de su adición al medio de cultivo. Grupos de 

investigación que trabajan en líneas 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 µM) ejercía 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. 
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con células endoteliales de córnea de conejo, demostró que el 5-FU 10 µgr/ml inhibía el 

estímulo proliferativo producido por el FGF (25 ng/ml), el cual era capaz de estimular la 

proliferación celular hasta un 20% más que el control en medio libre de 5-FU (244).  

 

Finalmente, se evaluó el efecto de la adición 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 añadir al 

medio celular el quimioterápico se observó la inhibición de los cultivos estimulados por el factor. 

Tras las primeras 24 horas desde su exposición 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 investigación en lineas celulares como la 

línea WiDR de cáncer de colon (242) o con la línea celular de endotelio pulmonar (248).  

 

En conclusión, se observó que el quimioterápico 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 último lugar, se diseñaron 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 estudió su efecto sobre cultivos celulares con medios 

complementados con SRN al 0,5% sin estimular. Se evaluó el efecto de la acción conjunta de 

ambos a las concentraciones de 0,4 µgr/ml de 5-FU y 5 y 10 µM de ATRA. Como era de 

esperar, la acción combinada del 5-FU y la menor de las concentraciones de ATRA originó una 

disminución de la proliferación con respecto al cultivo control del 68,5%, superior a la producida 

por ambos de maner individual. Por su parte, la combinación con ATRA 10 µM  produjo una 

inhibición del 91,16%.  

 

Atendiendo a la bibliografía, pocos son los grupos que han investigado en este ámbito. 

Los efectos de la adición conjunta y simultánea del fármaco y el quimioterápico 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 Japón. En el primero, demuestran que el ATRA es 

capaz de aumentar la sensibilidad a los fármacos como el 5-FU ó 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 líneas celulares de carcinoma de cuello y cabeza (250). 

 

El siguiente paso consistió en evaluar el efecto combinado de ambos en cultivos 

celulares con SRH. En esta ocasión, debido a que el SRH supone un estímulo proliferativo para 

las células ACC-531, se amplió el rango de concentraciones a utilizar de Suero, ATRA y 5-FU. 
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El objetivo era aproximar la combinación de concentraciones de fármacos de manera que se 

redujera a la mitad la proliferación del cultivo control. 

 

Primeramente, se estudió el efecto del ATRA y 5-FU en medios enriquecidos con SRH 

al 2,5%. La concentración de ATRA fue de 10 µM mientras que para el 5-FU se emplearon una 

serie de concentraciones (0,3, 0,4 y 0,5 µgr/ml). Como cabía esperar, el medio que contiene la 

combinación de fármacos produce una mayor inhibición de la proliferación de las células ACC-

531 que cada uno de forma individual. De este modo, queda confirmado el efecto aditivo de 

ambos fármacos.  

 

A continuación, se procedió a evaluar el efecto sobre la proliferación celular del 5-FU 

(mismas concentraciones) y el ATRA a la concentración menor de 5 µM. La adición al medio de 

cultivo enriquecido con SRH al 2,5% de la combinación de estos dos fármacos se vió seguida 

de una disminución de la velocidad proliferativa de las células con respecto al control y a 

ambos por separado. Además, se observó que la disminución era proporcional a la 

concentración de 5-FU, siendo mayor la inhibición del crecimiento cuanto mayor era la 

concentración del 5-FU en combinación con ATRA. 

 

Posteriormente, se redujo la concentración de SRH al 0,5%. Al reducir a una 

concentración ínfima el SRH presente en el medio celular, únicamente se estudió el efecto 

combinado de los dos fármacos con las concentraciones de 5 µM de ATRA y 0,4 µgr/ml de 5-

FU. Nuevamente se comprobó que la adición conjunta al medio de los fármacos producía una 

mayor inhibición del crecimiento celular que cada uno por separado. 

 

En resumen se observó que, la acción conjunta de ATRA y 5-FU resultaba ser un 

estímulo anti-proliferativo mayor que ambos por separado. Además, este efecto era 

directamente proporcional a la concentración del/los fármacos e inversamente proporcional a la 

concentracion del suero en el medio. 

 

 

El último grupo de series experimentales tuvo como objetivo ebaluar el efecto sobre las 

células ACC-531 estimuladas con los Factores de Crecimiento de la adición al medio de cultivo 

de los fármacos ATRA y 5-FU. 

 

Primeramente, se estudió el efecto del ATRA 5 µM y 5-FU 0,4 µgr/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 

proliferación de las células estimuladas por el factor llegando a valores inferiores incluso a los 

del cultivo sin tratar. La mayor inhibición de la proliferación se vió en el cultivo con ambos 

fármacos en el medio. Reiteradamente se observó que la suma de ambos en el medio celular 
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producía una mayor inhibición que ambos por separado. Se obtuvieron resultados similares al 

aumentar la concentración del 5-FU a 0,5 µgr/ml y manteniendo el resto de concentraciones. 

 

Posteriormente, se aumentó la concentración de ATRA a 10 µM y se evaluó su efecto 

en combinación con el 5-FU 0,4 µgr/ml sobre los cultivos. Sin embargo, en esta ocasión la 

suma de ambos fármacos resultó en una inhibición completa del cultivo.  

 

A raíz de los resultados obtenidos, se optó por utilizar con el resto de los Factores de 

Crecimiento las concentraciones de ATRA 5 µM y 5-FU 0,4 µgr/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 fármacos 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 evaluó su acción al combinarlo en el medio de cultivo con 

los fármacos fue el Factor de Crecimiento Epidérmico. En la concentración de 10 ngr/ml (con la 

que se dieron los mejores resultados), al añadir al medio ambos fármacos, éstos produjeron 

una inhibición del efecto estimulador del Factor a las 72 horas del 62%. Por su parte, la 

inhibición de ambos por separado disminuye al  45,25%.  

 

En conclusión, la adición conjunta de ATRA y 5-FU en los medios celulares produce 

una disminución de la proliferación celular mayor que la que se da con cada uno de ellos por 

separado, si bien esta disminución 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 vió disminuído por la adición al medio del ATRA y/o 5-FU. En 

todas ellas, la combinación de ATRA y 5-FU resultó más efectiva en la inhibición del estimulo 

del PDGF, si bien con las dos concentraciones más bajas del Factor, el ATRA por si sólo fue 

capaz de inhibir de igual manera que conjuntamente con el 5-FU. 

 

 

 

El penúltimo 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 combinación conjunta de 

ambos fármacos inhibió en su totalidad el crecimiento de las células desde el inicio de sus 

adición al medio. 
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En este caso, la suma de ambos fármacos en las concentraciones de ATRA 5 µM y 5-

FU 0,4µgr/ml resultan excesivas para los cultivos de ACC-531.                          

 

Finalmente, se observó el efecto de la adición al medio de ambos fármacos en cultivos 

de    ACC-531 estimulados por el Factor de Crecimiento VEGF (7,5 ngr/ml). En esta ocasión, si 

bien la suma de ambos fármacos produce una mayor inhibición que ambos por separado, no se 

muestran diferencias significativas entre la inhición 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 exposición a los 

fármacos de manera conjunta o separada. 

 

 

A raíz 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 proliferación 

producido por el Factor de Crecimiento en cuestión. Si bien esta inhibición resulta mayor al 

combinar de manera simultánea ambos fármacos en el medio celular. 

 

Por otra parte, el efecto de los fármacos (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 combinación de ATRA y 5-FU en el medio 

suponen un freno a la proliferación celular desde el mismo momento de su adición al medio, 

aplanando en su totalidad las curvas proliferativas.  

 

Por consiguiente, la eficacia en la inhibición de la proliferación de las células ACC-531 

mediante el uso de estos dos fármacos dependerá asi mismo del tipo y concentración de suero 

en el medio (SFB, SRN o SRH), de la concentración de ATRA, de la concentración de 5-FU, de 

la adición conjunta o separada de ambos fármacos, del tipo de Factor de Crecimiento y 

concentración en la que se haye en el medio, de los tiempos de exposición de los fármacos 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 lóbulos hepáticos no 

extirpados crecen más deprisa que en los animales no sometidos a resección hepática. En 

segundo lugar, hemos estudiado si el tratamiento con ATRA, que había demostrado efecto 

antiproliferativo en los cultivos, bloqueaba o frenaba el desarrollo de las metástasis hepáticas 

tras una resección parcial del órgano (similar a la que se efectúa en la clínica). Por último, 

estudiamos si el tratamiento con ATRA modificaba en el animal el efecto de la quimioterapia 

sobre la progresión de la enfermedad metastásica hepática. 
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2.1. Ajuste del modelo experimetal 

En un primer lugar, observamos como la inoculación en bazo de células de 

adenocarcinoma de colon (ACC-531) derivaba en metastasis hepáticas (al sacrificar los 

animales 30 días después de la inoculación tumoral). En conjunto, la eficacia media de la 

inoculación de células tumorales singénicas respecto a la formación de focos tumorales en el 

higado resultó ser del 63% (± 0,15 DS). Porcentage que varía en otros grupos de investigación 

según la vía y la concentración celular de la suspensión a inocular elegidas (183). Como 

ejemplo; un grupo de Noruega estudiando el efecto del Butirato así como la γ-

Glutamiltransferasa y la Alcalina fosfatasa del suero durante la metástasis hepática, lograron en 

su modelo de rata WagRij que la totalidad de las ratas desarrollasen metástasis. Para ello 

utilizaron la misma línea celular, ACC-531. La vía de inyección fue el bazo, aunque la 

concentración celular a inyectar fue de 10
6
 células, es decir, cuatro veces más 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 utilización de este tipo de modelos para el estudio de 

las metástasis hepáticas. 

 

2.2. Efecto de la resección hepática sobre el desarrollo metastásico 

Una vez optimizado y estandarizado nuestro modelo animal de metastasis hepáticas, 

se llevaron a cabo hepatectomias del 40% (día 10 tras inoculación) con el fin de estudiar su 

efecto sobre la recidiva tumoral,  así como para la extracción de suero de rata hepatectomizada 

para los estudios in vitro. Cabe señalar también la resección 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 situación extrema.  

 

Centrándonos en aquellos animales en los que se desarrollaron focos tumorales, el 

número medio de focos macroscópicos detectados en el hígado fue de 2,1 (± 0,99 DS) en los 

controles (laparotomía), frente a 7,0 (± 4,4 DS) en los animales sometidos a hepatectomía 

parcial. Queda así evidenciado el hecho de que la resección hepática estimula 

significativamente (p=0,0016) el crecimiento de las células cancerígenas residuales en el 

hígado como ya se había demostrado anteriormente en diversos estudios como el llevado a 

cabo por un grupo australiano. En dicho trabajo, se examinaban los efectos de la resección 

hepática del 37% y 70% sobre la regeneración del hígado y el crecimiento del cáncer 

colorrectal, llegando a la conclusión de que la resección no sólo estimula la recidiva del cáncer 

sino que además, ésta dependía, entre otros factores, de la extensión de la hepatectomía 

realizada (257). A pesar de las variantes existentes en el desarrollo del propio modelo animal, 

el hecho de que la hepatectomía estimula la proliferación de las células cancerígenas 

remanentes en el hígado no resecado es innegable, tanto en clínica como a nivel experimental 

(139; 254; 258-261). 
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Atendiendo al tamaño de las metástasis, se observa cómo dicho aumento ocurre con 

independencia del tamaño de la metástasis a considerar. Al desglosar los resultados por 

tamaños, se comprueba que en las tres categorías (<1mm; 1-3mm; >3mm) la hepatectomía 

parcial del 40% se siguió de un incremento de entorno al 300% en el número de focos 

macroscópicos. 

 

2.3. Efecto del ATRA sobre el desarrollo metastásico 

Como se ha comentado, la adición de ATRA a medios que contienen un Factor de 

Crecimiento concreto en su concentración óptima o enriquecidos con SRH, inhibe la 

proliferación celular en dichos medios.  El siguiente paso conllevaría a la comprobación de si 

dicho efecto tiene lugar también en un modelo animal. Otros grupos de investigación han 

demostrado con anterioridad este efecto antitumoral del ácido retinoico en modelos animales 

con otros tipos de lineas cancerígenas como glioblastomas (262), o leucemia promielocítica 

aguda (263).  

 

Nuestro grupo ya demostró previamente la efectividad del ATRA en un modelo de 

metástatis hepáticas por rabdomiosarcoma, produciendo el tratamiento una reducción de la 

tasa de recidiva local del 70% al 33% (p < 0,05), aunque no afectó a su tamaño (177). 

 

En cuanto al efecto que el ácido retinoico tiene sobre las metástasis producidas por la 

línea de Adenocarcinoma de Colon ACC-531, observamos que no hay una diferencia 

significativa en el número de metástasis en el hígado. Sin embargo, analizando los diferentes 

tamaños de metástasis por separado, comprobamos que el ácido retinoico retarda el 

crecimiento de las metástasis en el hígado, ya que se reduce significativamente el número de 

metástasis mayores de 3 mm.  

 

Por otra parte, al valorar el efecto de este fármaco 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 lógicos si consideramos nuestros resultados acerca de la 

persitencia del efecto antiproliferativo en las células en cultivo, así como la experiencia clínica 

en el tratamiento quimioterápico de las metástasis hepáticas: 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 

administración peroperatorioa de ATRA pudiera tener sobre el tratamiento quimioterápico 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 metástasis hepáticas, retrasando su aparición (macroscópica) en más 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. Cabría discutir lo 

adecuado de la dosis de 5-FU utilizada. Nuestra revisión de la literatura aportó diversas pautas 

de tratamiento para modelos de oncología en ratas, aunque pueden resumirse 

fundamentalmente en dos tipos: aquellas que propugnan una administración continuada del 

fármaco a dosis muy bajas, y las que se basan en administración de varios bolus distanciados 

por un periodo de tiempo más 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 resultó letal para los 

animales, por lo que nos decantamos por la dosis de 50 mg/kg; como se detalla en el apartado 

de resultados, aún esta dosis más baja produjo una fuerte toxicidad en los animales (si bien, se 

recuperaron satisfactoriamente). El hecho de que el desarrollo inicial de las metástasis quede 

notoriamente frenado por el 5-FU en nuestro modelo, sin que se afecte la supervivencia puede 

deberse a que el tratamiento quimioterápico no se repitió suficiente número de veces. 

 

Por último, la asociación de ATRA y 5-FU “in vivo” no aportó resultados significativos. 

Sin embargo, en nuestra opinión no puede concluirse una total ausencia de efectos, ya que el 

modelo utilizado probablemente no resulte adecuado. Dados los buenos resultados obtenidos 

con cada fármaco por separado, sería aconsejable realizar nuevos estudios en un modelo 

tumoral más agresivo, que deje así más margen para mostrar un posible beneficio de la 

asociación de los dos tratamientos. 

 

En todo caso, no conviene perder de vista, que la razón de ser del estudio no era tanto 

buscar una potenciación del efecto antiproliferativo del 5-FU mediante la adición de ATRA, sino 

comprobar que el tratamiento peroperatorio con ATRA no supondría una interferencia negativa 

con el tratamiento quimioterápico convencional.  

 



CONCLUSIONES 
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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 proliferación de 

las células CC-531 en cultivo. Paralelamente, la resección de un 

lóbulo hepático se sigue de un incremento del desarrollo de 

metástasis hepáticas 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 proliferación de las células CC-531 en cultivo; lo 

que se traduce en un retraso en el desarrollo de metástasis hepáticas 

en rata (tras inoculación 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, así como 

el estímulo que la hepatectomía parcial ejerce sobre el desarrollo de 

metástasis hepática de CC-531 en la rata. 

5. El 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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