Tabla 26 y Grafica 26

Inbibicién producida por istintas concentraciomes del

extracto lipidico de suero humano (HSLE) sobre la captacién de “H-

Iimidina por parte de células de médula ésea de ratén.




T/ABIL.A 26

Células: Médula ésea de ratédn

CAPTACION DE *B-TINIDINA INH1BICION
(DPX)

0,0 £ 12,4

CONTROL
(MEDIOQ)
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Tabla 27 y GBrafica 27

producida por distintas concentraciones del

de suerc humano > ) la captacién de “H-

ratén P815X2.




TABLA 27

Células: P815XZ

CAPTACION DE *H-TINIDINA YNHRIBICION

(DPK)

650780

31528

524896 % 6,4 £ 12,9

573681

CONTROL 635793
(MEDIO)




GRAFICA 27/

CELULAS: PB15X2
INHIBICION (%)
100 —

|

L

90 | S

L. 5 ____.J_F_fi_._.gm
0__-“——7‘ o __'72':40 =0 750

HSLE (mcg/ml)




efecto inhibidor del extracto lipidico de
sobre la incorporacicn de “H-Timidina por parte

de ratéon y por parte de células del

cto inhibidor del extracto lipidico de suero

la incorporacién de “H-Timidina por parte de

de ratén y por parte de células del




TABL.A 28

TIPC DE CELULAS Cso
(celipg)

I +SD

- MEDULA OSEA

4683,0 * 597,6
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CROMATOGRAFIA EN CAFA FINA DE LOS
EXTRACTOS LIPIDICOS DE CiTOSOL Y
MEMERANAS DE LOS TUMORES EHRLICH Y
SL2 C(ECLE., EMLE, BLZ2CLE Y SLZNLE)
Se separaron por cromatografia en capa fina aquellos extractos
que mostraron capacidad de inhibir la proliferaciéen celular, es
decir, ECLE, EMLE, SL2CLE y SL2MLE.
Al igual que en la caracterizacion del AFLE, se utilizé un
sistema de disolvente polar, cloroformo: metanol:agua (60:38:8),
En los radicanalisis en los que se probé 1la actividad
inhibidora de la proliferacion celular por parte de las distintas
fracciones de los extractos lipidicos, se utilizé medio de cultivo
con una concentracién de suerc fetal de ternera de un 5%.
En la tabla y grafica 29 quedan reflejados los resultados
obtenidos al revelar la cromatografia de separacién de 1los
extractos 1ipidicos ECLE y EMLE, asi como de 1los distintos
dares utilizados.
enumeraron las distintas manchas obtenidas para los
calcule su valor de Rf100, comparandclo con el
los distintos esténdares.

las tablas y graficas 30 y 31, se represecta el efecto
inhibidor de las distintas fracciones del extracto lipidico ECLE
(obtenidas mediante la cromatografia separativa en capa fina),
sobre la captacion de *H-Timidina por parte de células de medula
scea de ratén (tabla y grafica 30) y de células tumorales P815X2

(tabla y grafica 31).

En ambas graficas, se observa la aparicion de un pico claro de
inhibicién con valor de Rf100 entre 24,3 y 35,1, y ctro pico conm
actividad inhibidora menor, con un valor de Rf100 entre 82,2 y 100.

Igualmente, en ambas graficas se representan las diferentes
bandas que aparecen al revalar la cromatografia preparativa
contenieado el extracto lipidico ECLE y los distintos estandares.

En lac tablas y graficas 32 y 33 se representa el efecto

inhibidor de las diferentes fracciones del extracto 1ip:dico EMLE

sobre la captacion de “H-Timidima por parte de celulas de medula




osea de ratén (tabla y grafica 32) ; las ] tumorales

F815X2 (tabla y grafica 33).

Se observa, para las células de médula osea (tabla y grafica

la aparicion de dos picos de actividad inhibidora, con valar
Rf100 entre 45,9 y 62,2 entre 89,2 y 100, respectivamente, v
para las celulas P815X2 (tabla y grafica 33), otros dos picos de
actividad inhibidora, con valor de Rf100 muy préximo a 1los
anteriores, concretamente, entre 51,4 y 62,2 y entre 89,9 y 100,
respectivamente.

Al igual que ocurria con el extracto lipidico ECLE, en ambas
graficas se representan las diferentes bandas ¢@e aparecen al
revelar la cromatografia preparativa.

En la tabla y grafica 34 quedan reflejados los resultados
obtenidos al revelar la cromatografia de separacién de los
extractos lipidicos SL2CLE y SL2MLE, asi como de los distintos
estandares utilizados.

También se enumeraron las distintas manchas obtenidas para los
extractos y se caleculs su valor de Rf100, comparandolo com el
carrespondiente a los distintos estandares.

En las tablas y graficas 35 y 36, se representa el efecto
inhibidor de las diferentes fracciones del extracto lipidico SLZCLE

obre la captacisn de “H-Timidina por parte de las células de
médula ésea de ratén y de células tumorales P815X2.

En la tabla y grafica 35 (médula dsea de raton) se observa la
aparicién de dos picos de actividad inhibidora, con valor de Rf100
entre 45,9 y 62,2 y entre 94,6 y 100, mientras que em la tabla y
grafica 36 (P815%e) aparecen tambisn dos picos de inhibiciéem, com
valor de Rf100 entre 56,8 ¥ 62,2 ¥ entre 94,6 ¥ 100,
respectivamente.

En ambas graficas se representan las diferentes bandas
obtenidas al revelar la cromatogratia preparativa, tanto para el
extracto SL2CLE como para 10s distintos estandares.

Por ultimo, en las tablas y graficas 37 y 38 se representa el
efecto inhibidor de las diferentes fracciones del extracto lipidico
SL2MLE sobre la captacion de “§-Timidina por parte de las células

de médula 6sea de raton y de las células tumorales P815Xz.




En ambas graficas se observa la apariciéon de dos picos de

actividaa inhibidora, con valor de Rfl00 entre 45,4 y 62,2 y entre
89,2 y 100, respectivamente.

Al igual que con los extractos anteriores, se represcentan las
diferentes bandas obtenidas al revelar la cromatografia
preparativa.

En estos resultados se puede apreciar que para todos los
extractos aparecen dos picos de actividad iunhibidora, con valor de
Rf100 parecido.

Asimismo, estos picos de inhibicién tiemen un valor de R£100
muy proximo al de aquéllos obtenidos al separar la actividad

inhibidora del extracto lipidico de liquido amniético (AFLE).




Tabla 29 y Grafica 29

de Ff100 de las distintas manchas observadas en la

romatografia en capa fina, para el extracto lipidico de citosol y
membranas de EHRLICH (ECLE y EMLE),

y para los estandares




TABLA 29

(91,9-93, 0
(94,0-95, 1)

5

(35,7-36,7)
(39,5-40,5)
(41,6-42,7)
(47,6-49,2)
(50,8-51,9)
(53,0-54,0)
(67,0-69,2)
(74,0-75,7)
(77,3-78,4)
(92,0-92,9)
(94,0-95, 1
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Esténdares:

ESFINGOCMIELINA (E) (36,2-38,4)
(41,1-42,7)

FOSFATIDIL-COL1NA (FC) (44,1-50, 0
(91,4-92,4)
(94,6-95,7)
FOSFATIDIL-ETANOLAMINA (FE) (72,1-76,6)
(92,9-94,0)
(94,6-95,7)
FOSFATIDIL-INOSITOL (FD) {53,2-55,8)
GANGLIOSIDOS (Gs) (50,9-52,9
PROSTAGLANDINA Ez (PG Ez) (79,5-81,6)
PROSTAGLANDINA Fua (PG Fza) (69,2-70,8)

ACIDOS GRASOS (AG) (12,4-14,0
(90,3-91,9

(93,0-94,6)
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Tabla 30 y Gréfica 30

Efecto inhibidor de las distintas fracciones (con distinto
valor de Rf100) del extracto 1lipidico de citosol de EHRLICH (ECLE),
separadas por cromatografia en capa fina, sobre la incorporacion de
“H-Timidina por parte de células de médula ésea de raton.

Se representan también las bandas obtenidas para el extracto

lipidico y para los estandares utilizados, al revelar Ila

cromatografia.




TABIL.A 30

ECLE
Células: Médula 6Gsea de ratédn

CAPTACION DE *H-TINIDINA INHIBICION
(DPN)

CRe0= 2.0
Lol o) 41505
(8. 1- 13.5) 42778
£13.6- 18,9) 28992
- 24,3 32427
29,7 19049
(z9.7- 38,1} 12901
(35,1~ 40,5 33814
(40,5- 45,9) 39992
(45,9- 51,4) 37715
(51,4- 56,8) 37257
(56,8- 62,2) 33745
(62,2- 67,6) 35850
(67,6- 73,0) 35552
(73,0- 78,4 41718
(78,4- 83,8) 40085
(83,8- 89,2) 22959
(89,2- 94,6) 20295
(94,6-100,0) 22891

CONTROL 33713
(MEDIO)
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Tabla 31 y Grafica 31

Efecto inhibidor de las distintas fracciones f{(con distiato
valor de Rf100) del extracto lipidico de citosol de EHRLICH (ECLE.,
separadas por cromatografia en capa fina, sobre la incorporacién de
‘H-Timidina por parte de células del mastocitoma de ratén FE1SX2.

Se representan también las bandas obtenidas para el extracto

3
B

pidico y para los estandares utilizados, al revelar la

cromatografia




TABLLA 31

ECLE
Células: P815X2

(40,5-
(45, 9-
(51,4-
(56, 8-
(62, 2-
(67,6-
(73, 0-
(78,4~
(83, 8-
(89, 2-

39, 1)
40,5)
45,9)
51,4
56, 8)
62,2’
67,6)
73,07
78,4)
83,8)
89,2,
94,6)

(94,6-100,0)

CONTROL
(MEDIO)

CAPTACION DE *H-TINIDINA
(DPN)

374628
449788
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235444
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GRAFICA 31

ECLE C(CELULAS: P813X2)




Tabla 22 vy Grafica 32

Efecto inhibidor de las distintaz fracciomes <{(con distinto

valor de Rf100) del extractoc lipidico de membranas de EHRLICH

(EMLE), separadas por cromatografia en capa fina, sobre la

incorporacisn de “H-Timidina por parte de células de médula ésea de
raton,

Se representan también las bandas obtenidas para el extracto
lipidico y para los estandares utilizados, al revelar la

cromatografia.




TABLA 32

EMLE
Células: Médula O6sea de ratén

£ 0,0
Cenl
(B, 1
(13,5~
(18,9-
(24,3~
{29, 7~
(35, 1-
(40,5-
(45, 9-
(51,4~
(56,8-
(62,2~
(67,6~
(73, 0-
(78,4-
(83, 8-
(89, 2-

CAPTACION DE *BH-TINIDINA INHIBICION
(DPM)

2,7
8, 1)
13,5)
18, 9"
24,3)
29,7)
35,1)
40,5)
45,9)
51,4)
56,8)
62,2)
67,6)
73,0)
78,4)
83,8)
89,2)
94,6)

(94,6-100,0)

CONTROL
(MEDIO)
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Tabla 32 y Grafica 33

Efecto inhibidor de las distintas fraccicmes (con distinto
valor de Rf100) del extracto lipidico de membranas de EHRLICH
(EMLE), separadas por cromatografia en capa fina, sobre la
incorporacién de “H-Timidina por parte de células del mastocitoma

de raton P815i2.
Se representan también las bandas obtenidas para el extracto

lipidico y para los estandares utilizados, al revelar Ila

cromatografia.




TABLA 33

EMLE
Células: P815X2

L et
¢ gl
(13,5~
(18,9~
(24,3~
(29, 7-
o
(40,5~
(45, 9-
(51,4-
(56, 8-
(62,2~
(67,6~
(73, 0-
(78,4~
(83, 8-
(89, 2-

8,1
13,5
18,9)
24,3)
29,7
35,1)
40,5)
45,9)
51,4)
56,8)
62,2)
67,62
73,0
78,4)
83,8’
89,2)
%4,6)

(94,6-100,0)

CONTROL
(MEDIO)

CAPTACION DE >H-TINIDINA
(DPI)

512017
514259
528575
527530
553750
482095
559940
526305
478025
442050
298530
108950
487341
449620
502660
557665
575585
136295
121470

436705
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Tabla 24 y Grafica 34

Valor de Rf100 de las distintas manchas observadas en 1la

cromatografia en capa fina, para el extracto lipidico de citosol y

de membranas de SL2 (SL2CLE y SL2MLE), y para los estandares

utilizados.




TABIL.A 34

1
2
3
4
5
6
7
8

EstAndares:
ESFINGOMIELINA (E)

FOSFATIDIL-COLINA (FC)

FOSFATIDIL-ETANOLANINA (FE)

FOSFATIDIL-INOSITOL (FI)
GANGLIOSIDOS (Gs)
PROSTAGLANDINA E= (PG Ez)
PROSTAGLANDINA Fzx (PG Fza)

ACIDOS GRASOS (AG)

(88,1-89,7)
(93,5-95, 1)

(45,4-46,5)
(47,6-49,2)
(55,7-56,7)
(70,3-71,8)
(72,4-74,0)
(88,1-89,7)
(91,3-92,4)
(93,5-94, 6)

(35,7-37,3)
(38,9-40,5)

(41,9-46,8)
(90,8-91,9)
(92,9-94,6)
(68,9-74,0)
(91,9-92,9)
(63,5-95,1)
(53,6-56,3)
(50,5-52,7)
(75,1-76,7)
(66,5-67,6)
(14,0-15, )

(89,2-90,9
(92,9-95,9
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Tabla 35 y Grafica 35

Efecto inhibtidor de las distintas fracciones <{(con distinto
valor de Rf100) del extracto lipidico de citosol de SL2 (SL2CLE),

separadas por cromatografia en capa fina, sobre la incorporacién de

*H-Timidina por parte de células de médula ésea de raton.
Se representan también las bandas obtenidas para el extracto
lipidico y pera los estandares utilizados, al revelar la

cromatografia.




Células:

TABLA 395

SL2CLE
Médula 6sea de ratoéon

(2.7
Ly
(18,5
(18,9~
(24,3~
(29, 7~
an, 1
(40,5~
(45,9~
(51,4
(56,6~
(62,2~
(67,6~
(73,0~
(78,4~
(83,8-
(89,2-

8,1)
13,5)
18,9)
24,3)
29,7)
35,1)
40,5)
45,9)
51,4)
56, 8)
62,2)
67,6)
73,0)
78,4)
83,8)
89,2)
94,6)

(94,6-100,0)

CONTROL
(MEDIO)

CAPTACION DE *B-TINIDINA
(DPID

IFNHIBICION
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Tabla 36 y Grafica 36

Efecto inhibidor de las distintas fracciones ({(con distinto

valor de Rf100) del extracto lipidico de citosol de SL2 (SL2CLE),

separadas por cromatografia en capa fina, sobre la incorporacion de

‘H-Timidina por parte de células del mastocitoma de raton P815X2.
Se representan también las bandas obtenidas para el extracto
lipidico y para los estandares utilizados, al revelar 1la

cromatografia.




Células:

TABLA 36

SL2CLE

P815X2

Rf100

¢ 0,0- 2,7
¢ 2.9 8.1
€ 81~ 13,3
158~ 8.9
(18,9- 24,3)
(24,3 29.7)
(25, 7- 35,1
(35,1~ 40,3)
(40,5~ £5.8)
(45,9~ 51,4)
(51 ,4- 56,8)
(56,8~ 62,2)
(62,2~ 67,6
(67,6- 73,0
(73,0- 78,4)
(78,4~ 83,8)
(83,8~ 89,2)
(89,2- 94,6
(94,6-100, 0

CONTROL
(MEDIO)

CAPTACION DE “H-iINIDINA

(DPI)

Y + SD
664969 + 23383
624469 + 15075
568062 + 52393
581604 + 14525
571867 + 51766
611217 + 65634
550086 + 57867
600288 + 15019
651532 + 14650
56069 + 13930
586035 + 32583
287607 + 7847
623783 + 54773
553987 + 39753
500644 + 46788
570160 + 8497
575901 + 82064
572057 + 16309
275716 + 3017
553680 + 13712

INHIBICION
(%)

I tSD
0,0 £ 4,2
0.0 2.7
0,0 £ 9,5
0,0 2.6
0,0 9,3
0,0 £ 11,8
0,0 £ 10,5
0,0 2,7
0,0 ¢ 2,6
6,0 2.5
0,0 £ 5,9

48,0 £ 1,4
0,0 9,9
0,0 7,2
0,0t 8,5
0,0 1,5
0,0 £ 14,8
0,02 2,9

50,2 ¢+ 0,5
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Tabla 327 y Grafica 37

Efecto inhibidor de las distintas fracciones (con distinto
valor de Rf100) del extracto lipidico de membranas de SLZ (SLZMLE),
separadas por cromatografia en capa fina, sobre la incorporacién de
“H-Timidina por parte de células de médula ¢sea de ratoén.

Se representan también las bandas obtenidas para el extracto

lipidico y para los estandares utilizados, al revelar Ila

cromatografia.




Células:

TABLA 37

SLZMLE
Médula 6sea de ratén

( 2,7-
( 6,1~
(13,5-
(18, 9-
(24,3-
(29, 7-
(35, 1-
(40,5~
(45, 9-
(51, 4-
(56, 8-
62, 2-
67, 6-
(73, 0-
(78, 4-
(83, 8-
(89, 2-

8,1
13,5
18,9)
24,3)
29,7)
35,1)
40,5
45,9)
51,4)
56,8)
62,2)
67,6)
73,0)
78,4)
83,8)
89,2)
94,6)

(94,6-100,0)

CONTROL
(MEDIO)

CAPTACION DE *H-TINIDINA
(DPID)
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Tabla 38 y Grafica 38

Efecto inhibidor de las distintas fracciomes (con distinto
valor de Rf100) del extracto lipidico de membranas de SLZ2 (SLZ2MLE),
separadas por cromatogratia en capa fina, sobre la incorporacién de
“H-Timidina por parte de células del mastocitoma de ratén P815X2.

Se representan también las bandas obtenidas para el extracto

lipidico y para los estandares wutilizados, al revelar la

cromatografia.




TABL.A 38

SLZ2MLE
Células: PBI15X2

CAPTACION DE *H-TIRIDINA INH1IBICION
(DPID) (%)

Ix5SD

¢ 8,0~ 2.1 541859 + 48290
(2,7~ 8,1 589383 + 42260
( 8,1- 13,5) 536710 + 51705
(13,5~ 18,9 560546 + 28139
(18,9- 24,3) 603131 + 38918
(24,3- 29,7) 602549 + 23740
(29,7- 35,1 553769 + 44782
(35,1- 40,5) 524655 + 41021
(40,5- 45,9) 471695 17664
(45,9~ 51,4) 199201 ¢ 4259
(51, 4- 56,8) 388023 + 41240
(56, 8- 62,2) 438531 + 36051
(62,2- 67,6 599143 * 65756
(67,6- 73,0 511947 * 7535
(73,0- 78,4) 541272 + 28104
(78, 4- 83,8) 500057 + 19776
(83,8- 89,2) 250306 + 47741
(89,2- 94,8) 315826 + 25417
(94, 6-100, 0) 246723 + 16494

4
- -
x
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5
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4. INFLUENCIA DE I.A CONCENTRACION
CELUL. AR EN LA ACCION INHIBIDORA
DE DISTINTOS EXTRACTOS
LIPIDICOS

Para la obtencion de estos resultados se utilizé el extracto
lipidico obtenido a partir de las segundas 50 muestras de liquido
amniético, es decir, el AFLE II.

Por otra parte, en todos los radioanalisis realizados con los
distintos extractos, se wutilizé medio de cultivo con wuna
concentracién de suero fetal de tenera de un 1%.

En estas experiencias se expresdé la concentraciéon celular em
términos de células / ug de extracto lipidico, ya que la
concentracion de este ultimo permanecia constante.

Los distintos extractos utilizados fueron: AFLE (extracto
lipidico de liquido amniético), HSLE (extractc lipidico de suero
humano), EMLE (extracto lipidico de membranas del tumor EHRLICH) y
SL2KLE (extracto lipidico de membranas del tumor SLz) .

En las tablas y graficas 39 a 42, podemos observar el efecto
inhibidor de una cantidad fija de cada extracto sobre la captacioén
de “H-Timidina por parte de las células tumorales P815X2, para
distintas concentraciones de las mismas.

Se puede comprobar, que para todos los extractos, conforme
aumenta la concentracien celular, la acciéon inhibidora de los
mismos disminuye. Esto se debe, probablemente, a que si aumenta la
concentracién celular, manteniendo fija la concentracion de
extracto lipidico, aumenta la proporcién de células correspondiente
a cada pg de extracto presente en el cultivo.

Por otra parte, bay gue seflalar que el HSLE que, para una
concentracion de ceélulas P815X2 de 250000 cel/ml y para una
concentracison de suero fetal de ternera en el medio de cultivo de
un 5%, tenia una accion inhibidora de la proliferacién de dichas

células practicamente nula (tabla y grafica 27), en las condiciores

de estos experimentos (tabla y grafica 42) de una concentracion de

suero fetal de un 1%, presenta una inhibicién cercana a un 40% para

una concentracisn de 250 cel/pg (equivalente a la concentracion de
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250000 cel/ml, utilizada en la experiencia de la tabla y grafica
discinuye la concentracién

y dicha inhibicion aumenta si

273

o

celular.
Por tanto, es posible que existan también lipidos inhibidores
su accién inhibidora se vea

suero fetal de ternera que

]

en el suero humano, peroc que

contrarrestada por los factores del

estimulan la proliferacion celular.
Igualmente, y al igual que ocurre para los otros extractos, su

accién inhibidora depende de la proporcién células / pg de extracto

lipidico, siendo mayor cuanto menor sea esta proporcién.




Tabla 39 y Grafica 39

Efecto inhibidor de una cantidad fija de extracto lipidico de

amniotico (AFLE) sobre la captacien de -“H-Timidina por

las células del mastocitoma de raton P815XZ, para
-as concentraciones iniciales de las mismas (expresadas en

trminos de cel/pg de extracto lipidico).




TABLA 39

Células: P815X2
AFLE: 1000 pg/ml

CONCENTRACION PROBLENA CAPTACION DE >H-TINIDINA INHIBICICH
CELULAR  § (DPID (%)
(cel/pug) CONTROL

I & SD

109658

68153

619183

133797

834720

3547C3

885704
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GRAFICA 39
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Tabla 40 v Grafica 40

Efecto inhitr .ur de una cantidad fija de extracto .ipidico de

membranss de EHRL.CL (%MLE) sobre la captacion de “"H-Timidina por

parte de las células del mastocitoma de raton PB15X2, para
distintas concentraciones iniciales de las mismas (expresadas en

términos de cel/pg de extracto lipidico).




TABIL.A 40

Células: P8B15X2

EMLE: 250 pg/ml

IFEIBICION

CAPTACION DE >H-TINIDINA

CONCENTRAC10N PROBLENA
Y (DPK)

CELULAR
(cel/pg)

B996 + 587 91,8 £ 0,5
109658 + ©6356

141679 + 12984 77.1 = 2,1

&
619183 + 10228

N

408108 + 3155

834720 * 14719

22,8 £ 0,5

683718 + 4238

885704 * 30633




GRAFICA 40

CELULAS: P813X2 C(EMLE: 250 mcgsml)
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Tabla 41 y Graftica 41

Efecto inhibidor de una cantidad fija de extracto lipidico de

membranas de SL2 (SLZMLE) sobre la captacien de “H-Timidina por

parte de las células del mastocitoma de ratén P815X2, para

distintas concentraciones iniciales de las mismas (expr..sadas en

términos de cel/pg de extracto lipidice).




Células; PB15X2
SL2MLE: 250 pg/ml

CONCENTRACION  PROBLENA  CAPTACION DE >H-TINIDINA
CELULAR |
(cel /ug) CONTROL

109658

103309

619183

262019

834720

553245

885704

IFHIBICION

93,2 ¢ 0,2

63,3 ¢ 0,4

68,6 £ 7,7




GRAFICA 41

CELULAS: P813%X2 (SL2MLE: 25@ mcg/mld
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Tabla 42 y Grafica 42

Efecto inhibidor de una cantidad fija de extracto lipidico de
(HSLE) sobre la captacion de *H-Timidina por parte de

del mastocitoma de ratén PBI5XZ, para distintas




Células: P815xX2
HSLE: 1000 pg/ml

CONCENTRACION  PROBLENA  CAPTACION DE *E-TINIDINA
CELULAR Y (DPID
(cel/pg) CONTROL

It SD

109€328

384146 + 106413

619183 10228

710450

834720

900795 * 123927

885704 30638

INB1BICION

37,9 £ 17,2

0,0 13,9




100

=

GRAFICA 42

CELULAS: P813X2 (HSLE: 1000 mcg-/ml)
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S. ESTUDIO DE L.A PROLIFERACION DE
LA I.INEA CELULAR DE
FIBROBLASTOS DE RATON NIH 3T3

DIFERENCIAS DE PROLIFERACION ENTRE
LAS CELULAS NIH 3T3 INICIADAS (NIH
IT3 1> : LAS CELULAS NIH 373
TRANSFORMADAS (NIH 3T3 T)

la proliferacién celular se determiné a traves de 1la
incorporacién de “H-Timidina, y se express en términos de
proiiferacién absoluta (DPM totales) y proliferacion relativa {(DPN
/ 1000 celulasy.

Para estos experimentos se utilizé medio de cultivo con una
concentracion de suero fetal de ternera del 5%.

En las tablas y graficas 43 a 45, podemos observar la
proliferacién absoluta para distintas concentracion>s de 1las
células NIH 3T3 iniciadas y transformadas, cultivadas durante un
periodo de 24, 48 y 72 horas, respectivamente.

A las 24 horas de cultivo, tanto para las células NIH 313 I,
como para las NIH 373 T, las cifras de proliferacién absoluta se
incrementan conforme es mayor la concentracién inicial de células
(tabla y grafica 43). Asimismo, las cifras de proliferacién
absoluta, para una misma concentracién inicial, son superiores para

las células NIH 373 T con respecto a las células NIH 373 1.

A las 48 horas de cultivo, para las células NIH 373 T las
cifras de proliferacién absoluta siguen incremeantancose conforme es
mayonr la concentracién inicial de células, pero para las células
NIH 373 1, se alcanza uRn pico para una concentracion inicial de
100000 cel/mi, y a partir de ahi, aunque sSea superior la
concentracién inicial de células, las cifras de proliferacién
absoluta son inferiores a las anteriores (tabla y grafica 44).

Al igual que ogcurria a las 24 horas de cultivo, aqui también

las cifras de proliferacion absoluta son superiores para las

células NIH 3T3 7 respecto a las células NId 313 I.
A las 72 horas de cultivo (tabla y grafica 45), las cifras de

proliferaciéon absoluta de las celulas NIH 373 1 tambien alcanzan.ul
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pico para una concentracién inicial de 100000 cel/ml. En cuanto a
las células NIH 373 T, a las 72 horas de cultivo las cifras de
proliferacién absoluta aicanzan también un pico para una
concentracioen inicial de 200000 cel/ml.

Al igual que ocurria a las 24 y a las 48 horas de cultivo,
aqui también las cifras de proliferacién absoluta son superiores
para las células NIH 3T3 T respecto a las células NIH 373 I,

En las tablas y graficas 46 a 48, podemos observar las cifras
de proliferacion relativa, para distintas concentraciones iniciales
de células NIH 3T3 I y NIH 313 T, cultivadas durante un periodo de
24, 48 y 72 horas, respectivamente.

En las tres graficas, se puede comprobar que dichas cifras son
superiores para las células NIH 3T3 T respecto de las NIH 3T3 I.

4 las 24 horas de cultivo (tabla y grafica 46), las cifras de
proiiferaciéon relativa ascienden (NIH 373 I) o se mantienen mis o
menos estabilizadas con tendencia a disminuir (FIH 3T3 T) conforme
aumenta la concentracién inicial de células.

En cambio, tras 48 y 72 horas de cultivo (tablas y graficas 47
y 48), excepto para las concentraciones inferiores (10000 y 20000
cel/ml), las cifras de proliferacién relativa descienden conforme
e incrementa la concentracién inicial, tanto de células NIH 313 I
como de células NIH 3T3 T.

En las tablas y graficas 49 a 56 se expresan las cifras de
proliferacion absoluta de las células NIH 373 I y NIH 313 1, tras
24, 48 y 72 horas de cultivo, para distintas concentraciones
iniciales de células (10000, 20000, 50600, 100000, 150000, 200000,
250000 y 400000 cel/ml)

Podemos observar que en el caso de las células NIE 373 T, para

todas las concentraciones, las cifras de proliferacién absoluta sonm

superiores conforme avanza el tiempo de cultivo, excepto para la

concentracison inicial de 400000 cel/ml, em que la proliferaciom

absoluta a las 72 horas, es inferior que a las 48 horas de cultivo.

Para las células NIH 3T3 I, la proliferacién absoluta es
superior tras 48 horas que tras 24 horas de cultivo, excepto para
las concentraciones iniciales superiores (250000 y 400000 cel/ml).

Pero en cambio, a las 72 horas de cultivo la proliferacién absoluta




es inferior que a las 48 horas de cultivo, exceptc para las
concentraciones iniciales inferiores (10000 y 20000 cel/ml).

En las tablas y graficas 57 y 58, se representan los va.ores
de la pendiente de la recta que une los puntos correspondientes a
las cifras de proliferacion absoluta (ircorporacion de “H-Timidina
expresada en DFM) tras 24 y 48 horas de cultivo (tabla y grafica
57) y tras 48 y 72 horas de cultivo (tabla y grafica 58), para cada
concentracisén inicial de células.

Entre 24 y 48 horas de cultivo (tabla y grafica 57) para las
células NIH 3T3 1 el valor de la pendieute asciende conforme se
incrementa la concentracién inicial de células, alcanzando un pico
para una concentracion de 100000 cel/ml. A partir de ahi, el valor
de la pendiente desciende conforme se incrementa dicha
concentracién, e incluso se hace negativa.

¥n cambio, para las ceélulas NIH 373 T, el pico se alcanza a
una concentracisn inicial de células mas alta (200000 cel/ml), y
aunque a partir de ahi el valor de la pendiente disminuye, ésta no
llega a hacerse negativa.

Entre 48 y 72 horas de cultivo (tabla y grafica 58), para las
células NIH 373 I, el valor de la pendiente desciende conforme se
in-rementa la concentracién inicial de ceélulas, estabilizandose
dicho valor en las concentraciones superiores. Ademas, el valor de
la pendiente es negativo, excepto para las corcentraciénes
{piciales inferiares (10000 y 20000 cel/ml).

En cambio, para las celulas NIH 373 T, el valor de la

pendiente asciende conforme Se incrementa la concentracién inicial

de células, alcanzando un pico para una comcentracien de 150000
cel/ml. A partir de esa concentracien, el valor de la pendiente

desciende, pero solo se hace negativo para la concentracion inicial

superior (400000 cel/ml).

Finalmente, decidimos comparar la proliferacién de células

normales hematopoyéticas, cOmO las células de médula osea de ratén,

con la de los fibroblastos NIH 3T3 1, cultivados ambos durante 24

horas.

Previamente, habiamos observado que, aunque e€n nuestros

resultados a las 24 horas de cultivo, tanto la proliferacién
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absoluta (tabla y grafica 43) como la relativa (tabia y grafica 46)

de las células NIH 3T3 I, se incrementaba conforme aumentaba la
concentracién celular, en otras experiencias realizadas con
distinto suero fetal de ternera, a las concentraciones celulares
mas altas (250000 y 400000 cel/ml), estas celulas comenzaban a
inhibirse, ya que tanto la proliferacién absoluta (tabla 59 y
grafica 59 A) como la relative (tabla 59 y grafica 59 B) comenzaban
a disminuir a partir de esas concentraciomes. Esto podia deberse a
que, por ser un suero fetal mAs rico, las células proliferarian mas
Yy, per tanto, se inhibirian antes por alcanzar unas tasas de
proliferacien muy altas y confluir en poco tiempo.

En cambio, en la experiencia realizada con células de médula
osea de ratén, se pudo comprobar que la proliferacién absoluta
(tabla 60 y grafica 60 A) se incrementaba conforme aumentaba la
concentracién celular, 1incluso para concentraciones muy altas
(3000000 de cel/ml). Asimismo, la proliferacion relativa (tabla 60
y grafica 60 B) era creciente para las concentraciones iniciales y
luego se mantenia estabilizada (a partir de 200000 ¢ 250000 cel/ml)
no disminuyendo, aidn a concentraciones muy altas, en las cuales las

células se encuentran totalmente confluentes,




Tabla 43 y Grafica 43

Incorporacién de “H-Timidina, expresada en términds de

proliferacién absoluta (DFM) , por parte de distintas

concentraciones iniciales de celulas NIH 373 1 y NIE 313 T,

cultivadas ambas durante z4¢ horas.




TABLA A3

Proliferacidéon absoluta

Tiempo de cultivo: 24 horas

CCECENTRACION CAPTACION DE ®B-TIRIDINA (DPN)

CELULAR CFLULAS NIH 3713 1 CELULAS NIH 313 T
(cel/nl)

I+ 8D

203635

120000

150000 459524

200000 560740

250000 828085

400000 951715




GRAFICA 43
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& 44 v Grafica 44

en términos de
de distintas
i 312 T

ambas durante 48 hcras.




TABLA 44

Proliferacién absoluta

Tiempo de cultivo: 48 horas

CONCENTRACION CAPTACION DE *B-TINID1NA (DPN)
CELULAR CELULAS NIRH 3T3 1 CELULAS ¥IH 373 T
(cel/ml)

I+8SD I:SD

10000 13538 £ 1760 69814 + 8213

20000 152490

305587

508933

150000 131280

200000

250000 923900

400000 990273 t 51075
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GRAFICA 44

PROLIFERACION ABSOLUTA (48 horas)
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Tabla 45 y Grafica 45

Incorporacion d ‘H-Timidine :Xpresada terminos de

preliferacion absolut: PY) t de distintas

concentraciones inici de celul: ' I3 vy KIR 313 3,

i ¥ i nadas




TABLA 45

Proliferacién absoluta

Tiempo de cultivo: 72 horas

CONCENTRACION CAFTACION DE =B-TINIDINA (DPN)
CELULAR CELULAS FIH 3T3 1 CELULAS ¥IH 313 T
(cel/ml)

14+8SD I+8SD

105628 = 12807

256286

585154

150600 1084965

250000 1049097

400000 53853%




GRAFICA 45

PROLIFERACION ABSOLUTA (7?2 horas)
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Grafica 4¢

~iiridira, expresada en términos de

1000 celulas), por parte de distintas

céeluias  N:H 3F3 1 % NIF 3183 T,




TABI.LA 46

Proliferacién relativa

Tiempo de cultivo: 24 horas

CONCENTRACION CAFTACION DE *H-TINIDINA (DPN/1000cel)
CELULAR CELULAS NIH 373 1 CELULAS ¥IH 3T3 T
(cel/ml)

1+8D I+ SD

4424,7 £ 751,6

150000

200000

250C00

400000




GRAFICA 446

PROLIFERACION RELATIVA (24 horas)
DPM/1000cel
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Tabla 47 y Grafica 47

de "H-Timidina, expresada en términos de

iva (DFM / 1000 células), por parte de distintas

de . células FIE 313 I % NIH 313 T,

acras.




TABL.A 47

Proliferacién relativa
Tiempo de cultivo: 48 horas

CONCENTRACION CAPTACION DE >H-TINIDINA (DPN/1000cel)
CELULAR CELULAS BIE 373 1 CELULAS NIH 313 T
(cel/ml)

16000

20000

5089,3

150000 482Z2,9

200000

250000

400000




GRAFICA 47

PROLIFERACION RELATIVA <48 horas)
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Tabla 48 y Grafica 48

corporacilion

en términos de
parte de distintas
¢ AIR - JTd T,




TABI.LA 48

Proliferacién relativa

Tiempo de cultivo:; 72 horas

CONCENTRACION CAPTACIORN DE *H-TINIDINA (DPA/1000cel)

CELULAK CELULAS NIR 3T3 1 CELULAS NIH 373 °

(cel/ml)

I+ 85D I +SD

10000 3350,8 = 153, 2 10562,8 t 1280,7

12814,3

11703,1

150000

200000

250000

400000

DPM

13000

12000 b~ |

L3

i

-

GRAFICA 48

PROLIFERACION RELATIVA (72 horas)
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Tabla 49 y Grafica 49

Incorporacién de “H-Timidina, expresada en términos de

proliferacion absoluta (DPM), por parte de celulas NIH 3713 [ y NIH

373 1, ambas a una concentraciéon inicial de 10000 cel/ml, y ambas

cultivadas durante 24, 48 y 72 horas.




Proliferacidén absoluta
Concentracion celular: 10000 cel/ml

TIERPO DE CAPTACION DE =H-TINIDINA (DPN)
CULTIVO CELULAS BIH 3T3 1 CELULAS §IH 313 T

(horas)

I + SD

44247 = 17516

13538 = 1760 69814 t 8213

38508 + 1532 105628 + 12807




GRAFICA 4%

PROLIFERACION ABSOLUTA (19282 cel- ml>

e NIJH 3T3 I
T NiH 313 T

TIEMPQ DE CULTIVO (horas)




Tabla 50 y Grafica 50

Incorporacion de “H-Timidina, expresada términos de

en
absoluta (DPM), por parte de celulas NIH 313 1 y BIH

a una concentracién inicial de 20000 cel/ml, y ambas




Proliferacién absoluta
Concentracién cel.ular: 20000 cel/ml

TIENPO DE CAPTAC'ON DE *H-TINIDINA (DPN)
COLTIVO CELULAS NIH 3T3 1 CELULAS NIH 3T3 T
(horas)

37€ 70926 + 59545

48624 + 11076 152490 + 8696

71442 £ 713 256286 t 70447




GRAFICA S5O
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Tabla 51 yv Grafica 51

Incorporacion de “*H-Timidina, expresada en términos de

proliferacion absoluta (DPM), por parte de células NIH 3173 I y NIB

concentracién iaicial de 50000 cel/ml, y ambas

ac durante 24, 48 y 7z horas.




TABIL.A 1

“roliteracién absoluta

Concentracién celular: 50000 cel/ml

TIENPO DE CAP"ACION DE H-TINIDINA (DPE)
CULTIYO CELULAS BIH 3T3 1 CELULAS NIH 3T3 T

(horas)

11036 + 1286 203635 = 1027

90410 = 15769 305587 = 13563

84495 t 2879 585154 + 88588
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GRAFICA 51
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Tabla 52 v Grafica 52

Incorporacion de ~“H-Timidipa, expresada en términcs de

proliferacién absoluta (DPM), por parte de celulas NIH 373 I y NIH

e
Lol iiee,

313 T, ambas a una concentracién inicial de 100000 cel/ml, y ambas

cultivadas durante 24, 48 y 72 horas.




TABI.A S2

Froliferacidédn absoluta

Concentracién celular: 100000 cel/ml

TIERPO DE CAPTACIOx DE >H-TINiIDINA (DPH)
CULTIVO CELULAS ¥IH 313 I CELULAS ¥IH 3T3 T

(horas) i =
I+ SD I+ SD

1395 358892 t 1420

157920 508933 + 15289

1211590 857330 + 26029




DPM

GRAFICA 32

PROLIFERACION ABSOLUTA (100000 cel~ ml>
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Tabla 532

y Grafica 53

Incorporacion  de @ “H-Timidina, expresadsa  en @ términes de

eracion absoluta (DFM), por parte de células NIH 313 1 y ¥Nil

e Rk g
vyagas au

a una concentracién inicial de 150000 cel/ml, y ambas

rante ¢4, 48 y 72 horas.

TABLA 53

Proliferacién absoluta
Concentracidén celular: 150000 cel/ml

TIENPO DE CAPTACIOF DE *H-TINIDINA (DPN)
CULTIVO CFLULAS ¥IH 313 1 CELULAS ¥IR 3T3 T
(horas)

47910 * 11324

459524 t 42985

723440 = 90596

131280 + 26808

21665 * 23882 1084965 + 78889




GRAFICA 33

PROLIFERACION ABSOLUTA (132000 cel/ml)
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Tabla 54 y Grafica 54

Incorporacién de “H-Timidina, expresada en términos de

proliferacién absoluta (DPM), por parte de células NIH 3T3 1 y NIH

373 T, ambas a una concentracién inicial de 200000 cel/ml, y ambas

cultivadas durante 24, 48 y 72 horas.




Proliferacién absoluta
Concentracidén celular: 200000 cel/ml

TIENPO DE CAPTACION DE *H-TIKIDINA (DPN)
CULTIVO CELULAS ¥IH 3T3 1 CELULAS NIH 3T3 T
(horas)

IS

69121 £ 8217 560740 + 29956

126460 * 24332 892534 + 66690

84305 £ 11215 1145750 £ 33065




DPM

1200000

GRAFICA 54
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Tabla 55 y Grafica 55

Incorporacién de “H-Timidina, expresada en términos de

roliferacion absoluta (DPM), por parte de células FIH 373 1 NIH
P P p y

373 T, ambas a una concentracion inicial de 250000 cel/ml, y ambas

cultivadas durante 24, 48 v 72 horas.




TABLA 5%

Proliferacién absoluta
Concentracién celular: 250000 cel/nl

TIENPO DE CAPTACION DE *H-TINIDIFA (DPDD)
CULTIVO CELULAS NIH 373 1 CELULAS ¥IH 315 T
(horas)

I+ SD

93348 + 1933 328085 % 50050

77900 £ 7155 923900 + 49406

47609 = 15792 1049097 + 81787




GRAFICA 55
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Tabla 56 y Grafica 56

Incorporacién de “H-Timidina, expresada en términos de

proliferacion absoluta (DPM), por parte de células NIE 373 1 y NIH
y ambas

ambas a una concentracién inicial de 400000 cel/ml,

e
8 6 e R

cultivadas durante 24, 48 y 7Z horas.




TABLA 56

Proliferacidén absoluta
Concentracién celular: 400000 cel/ml

TIENPO DE CAPTACION DE *H-TIRIDINA (DPK)
CULTIVO CELULAS NI 373 1 CELULAS NIH 3T3 T

(horas)

I+ 8D

180127 951715

990273

19962 538535




DPM

1200000 —

GRAFICA 3&

PROLIFERACION ABSOLUTA (400000 cel-’ml>

w~ NIH 373
we= NIH 373 T

TIEMPO DE CULTNO (horas)




Tabla 57 y Grafica 57

Valores de la pendiente de la recta que une los puntos

correspondientes a las cifras de proliferacison  absoluta

corporacién de “H-Timidina expresada ern DFM), n»ara distintas

concentraciones iniciales de células NIH 373 1 y NIH 3T3 T, tras 24

y 48 horas de cultivo.




Pendiente
24-48 horas

CONCENTRACION PEEDIENTE
CELULAR
(cel/ml) CELULAS NIH 3713 ! CELULAS ¥IH 3T3 T

857, 0

100000 6251,7

150000 10996,5

200000 13816, 4

400000
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Tabla 58 y Grafica 58

Valores de la pendiente de la recta que une los puntos
correspondientes a las cifras de proliferacién absoluta
(incorporacién de “H-Timidina expresada en DPK), para distintas
concentraciones iniciales de células NIH 3T3 1 y NIH 3T3 T, tras 48

y 72 horas de cultivo.




Pendiente
4B86~-72 horas

COBCENTRACION PENDIENTE
CELULAR ‘
(cel/ml) CELULAS NIH 373 1 CELULAS FIH 3T3 T

11648,6

100000

150000 15063,6

200000

250000

400000 = A




GRAFICA 58
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Tabla 59

Incorporacién de  “H-Timidina, expresada en términos de
proliferacion absoluta (DPM) y en términos de proliferacién
relativa (DPM / 1000 ceélulas), por parte de distintas
concentraciones iniciales de células NIH 3T3 I, cultivadas durante

24 horas, con distinto suero fetal de ternera en el medio de

cultivo al utilizado en la experiencia correspondiente a las tablas

43 y 46.

Tabla 60

Incorporacién de “H-Timidina, etpresada en términos de
proliferacién absoluta (DPM) y en términos de proliferacioen
relativa (DPX / 1000 «células), por parte de distintas

concentraciones iniciales de célilas de médula oésea de ratén,

cultivadas durante 24 horas.




TABLA 59

Células: NIH 373 1
Tiempo de cultivo; 24 horas

CONCENTRACION PROLIF. ABSOLUTA PROLIF. RELATIVA

CELULAR (DPX) (DPN/1000cel)
(cel/ml)

100000

150000 120465

200000 181692

250000 142053

400000 129072




TABLLA 60

Células: Médula 6sea de ratén
Tiempo de cultivo: 24 horas

CONCENTRACION PROLIF. ABSOLUTA PROLIF. RELATIVA

CELULAR (DPI) (DPN/1000cel)
(cel/ml)

I+SD

50000

100000

200000

250000

500000

1000000 80305

1500000 125642

2000000 149306

3000000 228123




Grafica 42, 59 A y 60 A

Incorporacién  de *H-Timidina, expresada en términos de
proliferacion absoluta (DPK) por parte de distintas concentraciones
iniciales de células NIH 373 I (Grafica 43), de células NIH 313 I
con suero fetal de ternera en el medio de cultivo distinto al
anterior (draAfica 59 A) y de células de medula dsen de ratén

(Grafica 60 A), todas ellas cultivadas durante 24 haras.

Grafica 46, 59 B y 60 B

Incorporacion de  “H-Timidina, expresada en  términos - de
proliferacién relativa (DPM / 1000 células) por parte de distintas
concentraciones iniciales de células NIE 373 1 (Grafica 46), de

céiulas NIH 3713 1 con suero fetal de teruera en el medio de cultivo
distinto al anterior (Grafica 59 B) y de células de médula osea de

ratéon (Grafica 60 B), todas ellas cultivadas durante 24 horas.
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EFECTDO INHIBIDOR DE LA PROLIFERACION
DE CELULAS NIH 3T2 INICIADAS (NIH
3T3 1) Y DE CELULAS NIH 3T3
TRANSFORMADAS «(NIH 3T3 T) PRODUCIDO
POR EL EXTRACTO LIPIDICO DE LIQUIDO
AMNIOTICO C(AFLE)

Para la obtencién de estos resultados se ha utilizado el
extracto lipidico obtenido a partir de las segundas 50 muestras de
liquido amnistico, es decir, el AFLE II.

En las tablas y graficas 61 a 64, podemos cbservar el efecto
inhibidor del AFLE sobre la captacién de “H-Timidipa por parte de
las células NIH 313 I, a distintas concentraciones, En estos
experimentos se mantuvo constante la concentracién de suero fetal
de ternera del medio de cultivo (5%, y se wutilizaron ¢
concentraciones distintas de ceélulas KIH 373 I1: 20000, 50000,
100000 y 200000 cel/ml (tablas y graficas 61, 62, 63 y 64,
respectivamente).

Se pueds comprobar que la accién inhibidora del AFLE es
superior conforme se incrementa la concentraciénm celular, es decir,
conforme aumenta la confluencia celular en el cultivo.

En la tabla y grafica 65 se representan los valores de lso y
Ceo correspondientes a la accién inhibidora del AFLE sobre la
proliferacion de las células HNIH 373 I, a las concentraciones
descritas anteriormente.

Podemos observar que el valor de Cso es mayor conforme aumenta
la concentracison celular, lo cual confirma la idea anterior.

En la tabla y grafica 66 podemos observar el efecto inhibidor
del AFLE sobre la captacién de “H-Timidina por parte de las células
¥IH 373 T, siendo la concentracién de éztas de 200000 cel/ml y la
concentracién de suero fetal de termera del medio de cultivo de un
5%.

Asimismo, en la tabla y grafica 67 se representan los valores

de Iso y de Cso correspondientes a la actuacién inhibidora del AFLE

sobre la proliferacién de celulas NIB 373 1 y NIH 373 T, ambas en

las condiciones de cultivo descritas anteriormente, es decir, una
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concentracioen celular de 200000 cel/ml y una concentracién de suero
fetal de terrera de un 5%.

Podemos comprobar que el valor de Cso es5 mayor para las
células NIH 3T3 [ que para las NIH 373 T, lo cual concuerda con la
idea, ya expresada anteriormente, de que, en idénticas condicionmes,
la accion irnhibidora del AFLE es menor sobre células tumorales que
sobre células normales.

Ya que, al igual que ocurria con las células NIH 373 I, la
concentracion celular podria influir también en la accién

inhibidora del AFLE scbre la proliferacién de las células NIH 3T3

T, decidimos montar la experiemcia que se describe en las tablas 68
Ay 68 Byen la grafica 68.

En dicha experiencia, se expresé la concentracién celular em
térainos de células / ug de extracto lipidico.

Se probs la accién de una misma cantidad de AFLE (500 pg/ml)
sobre distintas concentraciones (40, 100, 20C, 400 y 800 cel/pg) de
~élulas NIH 3T3 1 (tabla 68 A y grafica 68) y de células NIH 3T3 T
(tabla 68 B y grafica 68).

Se puede comprobar que para las células NIH 373 I, la accién
inhibidora del AFLE era superior conforme se incrementaba la
concentracion celular, mientras que para las células W1E 3T3 T,
ocurria el fenomeno inverso, quizas porque anmenta la proporcisn de

-

células correspandiente a cada ug de extracto lipidico presente en
el cultivo.

§o obstante, para la concentracion celular mas alta (800
cel/yg), a la cual, tanto las células ¥IH 373 1 como las NiH 313 T
se encuentran muy inbibidas, independientemente de la actuacién
del AFLE (ya que las DPX de los controles correspondientes a esta
concentracison celular soa bastante menores que los correspondientes
a la concentracioén {npediatamente iaferior, de 400 cel/pg) ¥,
asimismo, la proporcién células / ug de extracto lipidico es muy
alta, la 1inhibicioén debida a la actuacién de éste disminuye
considerablemente. Por tanto, parece ser que una Vez que las

~élulas frenan bruscamente Su proliferacién aun sin la actuacién de

nuestro extracto, la accién inhibidora de éste disminuye

considerablemente.




Segun estos resultados, para las células NIE 373 I, al
aumentar el numero de células por ug de AFLE, se incrementa la
accion inhibidora de éste, por lo que parece ser que la cunfluencia
celular interviene decisivamente en la actuacion de dicho extracto.
En cambio, para las células NIH 3T3 T, al igual que ocurre com
otras células tumorales como las PB815X2, la acciér inhibidora del
AFLE es menor conforme se incrementa el numero de células
correspondiente a cada pug de extracto liipidico presente en el
cultivo,

Sir embargo, existia la posibiiidad de que, puesto yue las
celulas KNIH 373 T proliferan mucho mAs que las NIH 3T3 1,
alcanzaran la confluencia celular a concentraciones muy bajas (40
cel/ug), y por tanto, el descenso en la accién inhibidcra del AFLE
se podria deber a que las células ya se encuentran inhibidas, de
forma similar a lo que ocurre con las células FIH 373 I entre las
concentraciones de 400 y 800 cel/pg.

Es por ello, por lo que decidimos montar una experiencia para
observar la actuacién de la misma cantidad de AFLE (500 pg/ml)
sobre las células NIH 373 T a concentraciones muy bajas (2 a 40
cel/pg) (tabla y grafica 69).

Pudimos comprcbar que la inhibicicn producida por el AFLE era
muy alta para todas las concentraciones, y tendia a disminpuir
conforme aumentaba la concentracion celular. Esto parecia deberse,
al igual que ocurria antes, a cue aumentaba el numero de celulas
correspondiente & c:‘a pg de AFLE pre ente en el cultivo.

Por tanto, tras esto, parecia claro que el comportamiento de
las células NIH 373 I y NIH 373 T es diferente en cuanto a la
actuacion del AFLE sobre ias mismas se refiere, ya que para las
primeras su acciéon inhibidora es mayor conforme se incrementa la
concentracién celular, mieniras que para las segundas ocurre el
fenomeno inverso.

Finalmente, para comprobar el comportamiento del AFLE cor
~&1ylas normales hematopoyéticas, decidimos montar una experiencia

similar a 1a anterior con células de médula ésea de ratén.

En la tabla y grafica 70, podemos obtseivar que la accion

inhibidora del AFLE disminuia conforme aumentaba la concentracién




celular, es decir, conforme se incrementa el numero de células por

ug de extracto, de forma similar a 10 que ocurria con las células
NIH 313 T y con las celulas P815%2.

Por tanto, parece ser que el AFLE tieme un comportamientao
similar, en lo que a la influencia de la concentracion cellar
sobre su accion inbhibidora se refiere, comn las c: las normales
hematopoyéticas y las ceélulas tumorales, y wuistinto del que

presenta con los fibroblastos NIH 313 I
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Tabla 61 y Grafica 6561

Inhibicién producida por distintas concentraciones del
extracto lipidico de liquido amniotico (AFLE) sobre la captacien de
H-Tim‘dina por parte de células NIE 373 I, a unma concentracion
de 20000 cel/ml.




TABLA 61

Células: NIH 3T3 1
Concentracidn celular: 20000 cel/mi

AFLE CAPTACION DE *H-TINIDINA INHIBICION
(pg/ml) (DP) %
ItSD It
100 74379 + 907 16413
250 73004 t 1045 3,4 £ 1,4
500 72336 + 1284 4,31,7
COBTROL 75571 + 1272

(MEDIO)




GRAFICA 51

CELULAS: NIH 3T3 1 (20000 celsml)
INHIBICION (%)
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Tabla 62 y Grafica 62

Inhibicién producida por distintas concentraciones del
extracto lipidico de liquido amniético (AFLE) sobre la captacién de
‘H-Timidina por parte ue células NIH 3T3 1, a una concentracién

iniciai de 50000 cel/ml.




Concentracién celular:

TABIL.LA 62

Células;: NIH 373 1

50000 cel/ml

CONTROL
(MEDIO?

CAPTACION DE *H-TINIDINA
(DPN)

INHIBICION
¢ )

ISP

88389 + 4698

62196 + 4318

38845 + 9514

76526 + 16889

0,02 8,:

18,7 =2 5.8

49,2 + 12,4




GRAFICA &2

CELULAS: NIH 3T3 1 (50000 cel/ml)
'NHIBICION (%)

oy L I
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Tabla 63 yv Grafica 63

Inhibicién producida por distintas concentraciones del

extracto lipidico de liquido amniético (AFLE) sobre la captacién de

-

‘H-Timidina por parte de células NIH 373 I, a una concentracién

inicial de 100000 cel/ml.




TABLA 63

Células: NIM 373 1

Concentraciédn celular: 100000 cel/ml

CAPTACION DE *H-TINIDINA
(DPK)

I+ 8D

IT1BICION
(%)

Ix8D

119003 = 1982

51411 * 5621

21553 + 3606

CONTROL 104037 t 9367
(MEDIO)

50,6 £ 5,4

79,3 £ 3,5
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Tabla 64 y Grafica 64

Inhibicién producida por distintas concentraciones del

extracto lipidico de liquido amniotico (AFLE) =obre la captacibn de

‘H-Timidina por parte de células NIH 3T3 I, a ura concentracién

inicial de 200000 cel/ml,




TABLA 64

Células: NIH 373 1

Concentraciédn celular: 200000 cel/ml

CAPTACION DE *H-TINIDINA
(DPID

I+ 8D

IFEIBICION
(%)

I8

18629 £ 4949

11337 =+ 1255

6901 + 693

CONTROL 96421 * 22455
(MEDIO)

80,7 £ 5,1

88,2 + 1,3

92,8 £ 0,7




GRAFICA &4

CELULAS: NIH 373 I (200000 cel/ml)
INHIBICION (%)
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Tabla &5

Dosis lso y Cso del efecto inhibidor del extracto lipidico de
liquido amniético (AFLE) sobre la incorporacién de *H-Timidina por

parte de celulas NIH 3T3 I, a distintas concentraciones iniciaies.

Grafica ES5

Dosis Cen del efecto inhihidor del extracto lipidico de

liquido amniético (AFLE) sobre la incorporacién de “H-Timidina por

part: de celulas NIH 373 1, a distintas concentraciones iniciales.




AFLE
Células: nIH 373 1

CONCEFTRACION
CELULAR
(cel./ml)

4044,7 + 46,5

552,5 £+ 123 ©

1000090 259,2 + 19,8 393 + 30

200000 2518 % 54
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Tabla €66 y Grafica 66

Inhibicién producida por distintas concentraciones del

ipidico de liquido amniotico (AFLE) sobre la captacién de

ylas NIH 313 T, a una concentracién




TABLA 695

Células: NIH 373 7T

CAPTACION DE *H-TINIDINA IFHIBICION

(DPI)

825570

662368

523220

CCNTROL 911586
(MEDIO?




INHIBICION (%)

!mr_

GRAFICA &6

CELULAS: NIH 373 T
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Tabla &7

Dosis Isc y Csc del efecto iphibidor del extracto lipidico d=2
liquido amniotico (AFLE) sobre la {ncorporacién de “H-Timidina por
parte de ~élulas NIH 373 1 y por parte de céluias ¥IH 373 T.

Grafica 67

Dosis Ceo Gel efecto inhibidor del extracto lipidico de

liquido amniético (AFLE) sobre la incorporacién de “H-Timidina por

parte de células NIH 313 I y por parte de células NIH 373 T.




TIPO DE CELULAS

- NIH 373 ] 2518 £ 54

- BB 313 7 574.0 = 125,3 359 £ 78
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Tabla &8 A

Efecto inhibidor de una cantidad fija de extracto lipidico de
liquido amnistico (AFLE) sobre la captacion de *H-Timidina por
parte de células NIH 373 1., para distintas conwentraziornes
{niciales de las mismas (expresadas en términos de cel/ug de

extracto lipidico).

Tabla 68 B

Efecto inhibidor de una cantidad fija de extracto lipidico de
liguide amniético (AFLE) sobre la captacién ae “H-Timidina por
313 T. para distintas concentraciones

(exprosadas en términos de cel/pg de

extracto lipidicol.

Grafica 58

Efecto iphibidcr de una cantidad fijz do extracto lipidico de

liquido amnistico (AFLE) sobre la captacicn de “H-Tizidima por

parte de células NIH 313 1 y por parte de células §IB 213 T, para

distintas concentraciones iniciales ca las micsmas (eapresadas en

‘términos de cel/ug de extracto lipidico).




TABILLA 68 A

Células: NIH 373 1
AFLE: 500 pg/ml

CONCENTRACION PROBLENA CAPTACION DE *B-TINID1NA INHIBICIOR
CELULAR Y (DPI) (%)

(cel/pg) CONTROL =
Ix8D

49,2 * 12,4

21553

104037




1TABLA 68 B

Células: NIH 3T3
AFLE: 500 pg/ml

COBCENTRACION PROBLENA CAPTACION DE *B-TINIDINA
CELULAR Y (DPI)
(cel/pg)

155097

13400 4182

259894 * 21387

145885

525810

338240

785533

414545

544380

IFHIBICIOHE

4,8 = 1,6

72,3 £ 5,1

50,9 £ 5,4

23,9 £ 2,9




