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Tabla 69 y Grafica 69

Efecto inhibidor de una cantidad fija de extracto lipidico de

liquide amniético (AFLE) sobre la captacién de “H-Timidina por
parte de células NIH 373 T, para concentraciones imiciales de las

micmas inferiores a 40 cel/pg de extracto lipidico.




TABI.LA 69

Células: NIH 3T3 T
AFLE: 500 pg/ml

CONCENTRACION PROBLERA CAPTACION DE *B-TIRIDINA
CELULAR Y (DPID
(cel/pug) CONTROL

27905

112984

INEIBICION

81,0 = 12.7

95,0 £ 3,6

85,9 + 14,9
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Tabla 70 y Grafica 70

Efecto inhibidor de una cantidad fija de extracto lipidico de
liquido amniético (AFLE) sobre la captacién de “H-Tiwidina por
parte de celuias de médula o6sea de ratén, para dactinias

~oncentraciones iniciales de las mismas (expresadas en términos ‘e

~el/ug de extracte iipidico)l.




TABILA 70

Células: Médula ésea de ratén
AFLE: 500 pg/ml

CONCENTRACION PROBLENA CAPTACION DE *B-TINID1NA IFRIBICION

CELULAR 1 (DPI) (%)
(cel/pg) CONTROL < i
It+5SD It 5D
500 AFLE 3390 + 384 79,9 £ 2,3
MEDIO 16904 + 1626
1000 AFLE 10661 + 1944 75,9 % 4,4
MEDIO 44233 = 4457
2000 AFLE 29765 + 2702 62,9 £ 3,4
MEDIO 80305 + 3272
3000 AFLE 54292 % 99 56,7 & 6,1
MEDIO 125642 = 1028
4000 AFLE 74880 + 4691 49,8 * 3,1
MEDIO 149306 + 11971
6000 AFLE 129044 + 5080 43,4 £ 2,2

¥EDIO 225123 + 9717
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE
SUERO FETAL DE TERNERA DEL MEDIO DE
CULTIVO EN LA ACCION INHIBIDORA DEL
EXTRACTO LIPIDICO DE LIQUIDO
AMNIODTICO (AFLE)

Para la obtencién de estos resultados se ha utilizado el
extracto lipidico obtenido a partir de las segundas 50 muestras de
liquido amniético, es decir, el AFLE I1.

En las tablas y graficas 71 a 74, podemos observar el efecto
inhibidor del AFLE sobre la captacién de “H-Timidina por parte de
las células NIN 373 I, manteniendo constaiie la concentracion
celular (200000 cel/ml) y variando la concentracién de suero fetal
de ternera del medio de cultivo: 1, 5, 10 y 20% (tablas y graficas
71, 72, 73 y 74, respectivamente).

Podemos comprobar que la accién inhibidora del AFLE es menor
conforme se incrementa la concentrazién de suero fetal de ternera.

Esto se aprecia mejor en la tabla Yy grafica 75, donde se
representan lcs valores de Isec y Ceo correspondientes a la accien
inhibidora del AFLE sobre la proliferaciom de las células NIH 3T3
I, a las concentraciones de suero fetal de ternera descritas
anteriormente, mantiendo una concentracién celular de 200000
cel/ml.

Efectivamente, el valor de Cso desciende conforme es superior
la concentracién de suero fetal, lo cual habla en favor de una

accisn contrapuesta del AFLE respecto a los factores estimuladores

de la proiiferacién celular incluidos en el suero fetal de termera.




Tabla 71 y Grafica 71

Inhibicion producida por distintas concentraciones del

extracto lipidico de iiquido amnistico (AFLE) sobre la captacién de

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

inicial de 200000 cel/ml, para una concentracién de suerc fetal de

ternera en el medio de cultivo de un 1%.




TABLA 71

Células: NIH 373 1

Concentracién de suero fetal de ternera; 1%

CAPTACION DE *H-TIXIDINA
(DPID)

INRIBICION
(%)

Ix8D

3730 = 207

601 = 390

353 + 138

CONTROL 4494 t 238
(MEDIO)

86,6 £ 8,7

92,1 ¢ 3,1
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Tabla 72 y Grafica 72

Inhibicisn producida por distintas concantraciones del
extracto lipidico de liquido ammidtico (AFLE) sobre la captacién de
“H-Timidina por parte de células NIH 3T3 I, a una concentracién
inicial de 200000 cel/ml, para una concentracién de suero fetal de

ternera en el medio de cultivo de un 5%.




TABLA 72

Células: NIH 373 1

Concentracidédn de suerc fetal de ternera: 5%

CAPTACION DE *H-TIKIVINA INHIBICION
(DPID %

I+8D

125259 =+ 5017

116156 * 16718

67789 + 23553

CONTROL 158457 & 53497
(MED1IO)
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Tabla 73 y Grafica 73

[rhibicién producida por distintas concentraciones del

extracto lipidico de liquido amnictico (AFLE) sobre la captacion de

“§-Timidina por parte de células NIH 373 I, a una concentracién
inicial de 200000 cel/ml, para una concentracisn de suero fetal de

ternera en el medio de cultivo de un 10%.




Células: NIH 3713 1

Concentracién de suero fetal de ternera: 10%

CAPTACION DE *B-TINIDINA IFHIBICION
{DPID )

184309 + 10767

160184 = 5470

142116 + 6410

CONTROL 194218 £ 132
(MEDIO)
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Tabla 74 y Grafica 74

Inhibicisén producida por distintas concentraciones del

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

‘H-Timidina por parte de células NIH 373 1, a una concentracion

iU

{cial de 200000 cel/ml, para una concentracisn de suero fetal de

tarnera en 21 medio de cultivo de un 20%.




Concentracién

TABLA 74

Céluzias: NIH 373 1

de suero fetal de ternera: 20%

AFLE
(pg/ml)

10

50

100

CONTROL
(MEDIOD)

CAPTACION DE *H-TINIDINA

IFHIBICION
%)

0,0 = 3,4

20,8 £ 8,2
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GRAFICA 74

CELULAS: NIH 3T3 I (SFT: 20x)
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Tabla 75

Dosis leo y Cso del efecto inhibidor del extracto lipidico de
ligquido amnisético (AFLE) sobre la incorporacién de *H-Timidina por
parte de células NId 3T3 I, a una concentracién inicial de 200000
cel/ml, para distintas concentraciones de suero fetal de ternera en

el medio de cultivo.

Grafica 75

Dosis Ceo del efecto inhibidor del extracto lipidico de

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

parte de células NIH 3T3 I, a una concentracisn inicial de 200000

cel/mi, para distintas concentraciones de suero fetal de termera en

el medio de cultivo.




TABLA 795

AFLE
Células: NIH 373 1

COBCENTRACION DE
SUERO FETAL
DE TERNERA

Ceo
(cel/pg)

118D

98,5 + 27,6

185,5 + 16,4

306,2 + 114,9

5266 t 245

2135 £ 570

1084 £ 097

716 t 256
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INTRODUCCION

El embarazo se puede considerar como un trasplante
semialogenico en el utero materno, ya que el feto porta antigenos
de histocompatibilidad paternos que son extra%.s para la madre. HNo
obstante, y a pesar de esto, en la mayoria de los casos el feto no
es rechazado por el sistema inmune materno.

Algunos autores han referido que el crecimiento del feto en el
uterc materno se asemeja en gran parte al crecimiento tumoral, ya
que ambos procesos presentan algunos puntos en comin, como son la
intensa proliferacion celular, asi como la existencia de un estado
de inmunosupresién en el huesped, tanto en la gestacién como en las
nerplasias. Es probable, por tanto, que en ambos procesos se
produzcan variaciones moleculares comunes, Yy el estudio de estas
variaciones nos puede servir, no sélo para entender por qué no se
produce el rechazo fetal en el embarazo, sino también para explicar
los mecanismos que permiten a un tumor crecer de forma ilimitada.

Se han involucrado varios mecanismos responsables de evitar
dicho rechazo en el embarazo, dependientes tanto de la madre como
del feto. Dentro de estos mecanismos, parece temer gran importancia
la existencia de factores inmunorreguladores, los cuales actuan a

nivel de la interfase materno-fetal, aunque dada la intima conexién

entre ambos, pueden determinar camﬁios en la inmunidad sistémica,

tanto de la madre como del feto.

El liquido amniotico, por su disposicién estratégica en intimo
contacto con dicha interfase, asi como per su relativamente facil
disponibilidad, constituye um medio idéneo para el zstudio de
dichos factores inmunorreguladores, los cuales podrian explicar en
gran parte el fenomeno de tolerancia que ocurre durante la
gestacioén.

Por ello, nosotrcs nos propusimos detectar la presencia de

dichos factores en el liquido amniético humano.




FACTORES LIPIDICOS REGULADORES DE LA
FROLIFERACION CELULAR EN LIQUIDO
AMNIOTICO HUMANO

En primer lugar, se probé la actividad inhibidora de la
proliferaciéon celular por parte del liquido amnietico crude. Para
ello, se eligieron 15 muestras al azar, y se comprobe que todas
ellas inhibian el crecimiento celular del mastocitoma de ratén
P815X: (tabla 1, zrafica 1) y de linfocitos humanos (tabla 2,
grafica 2).

Este efecto inhibidor podria estar influenciado por algunas
variables, como eran la patologia sufrida por la embarazada a la
que se le practicaba la amniocentesi:, la medicacién tomada por la
misma y, sobre todo, la edad de gestacién en la fecha de extfaccién
del liquido ammniético, ya que la cantidad de factor inhibidor
podria variar conforme avanza el embarazo.

A pesar de que este no era el objetivo de auestro trabajo, los
resultados anteriores confirmaron que tcdas las muestras de liquido
amnistico inhibian 1la proliferacién celular. For tanto, las
variables resefiadas no suprimen el efectn inhibidor del liquido
amnistico, sino que en todo caso lo amcdulan.

A continuacién, se estudis st el efecto del liquido ammiético
era citostatico o citotéxico, y al mismo tiempo, si su actuaciérn
era reversible o irreversible.

Para ello, se cultivaron celulas del tumor P8i5XZ en presencia
y en ausencia de liquido amniético. Ambas cultivos (problema Yy
control) mostraron una mortalidad celular muy baja y similar (tabla
3, grafica 3 A), de lo cual se deducia que el eiecto del liquido
amniético era citostalico y no citotoéxico.

lIgualmente, se comprobé 1a captacién de “H-Timidina por partie
de células tratadas previamente cOD liquido amnistico (cultivo
problema) y por células sin tratar (cuitivo control) (tabla 3,

grafica 5 B), siendo equivalente en ambos. Segun esto, se cnncluyé

que el efecto del liquido amniético era reversible, lo cual habla

en favor del carActer regulador de los fact res ptesentes en el

mismo, ya que las moléculas reguladoras suelen ser reversibles en

su actuacién.
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Experiencias previas realizadas en nuestro laboratorio habian
demostrado la presencia de factores inmunorreguladores en la
fraccion lipidica del fluido ascitico de ratones portadores de
tumores, en la fraccién lipidica de células del linfoma T de ratén
MCG3 y en la fracciénm 1lipidica de ceiulas de bazo de ratén.
Pensando en que los factores buscados por nosotros en el liquido
amnistico humano podrian ser de la misma naturaleza que los
anteriores, realizamos una extraccién lipidica de dicho fluido, ¥y
al producto obtenido se le llamé extracto lipidico de liquido
amnietico (AFLE).

Se probo el efecto de este extracto sobre la proliferacion de
diferentes tipos celularas, tanto humanos como de ratom, y tanto
normales como tumorales, y tanto inmunes como no inmunes.

Para comparar el efecto del extracto lipidico sobre los
distintos tipos celulares, se definieron dos paréme‘ros: Iso ¥y Cso,
calculéAndose ambos para cade tipo de célula que fue probada (tabla
4, grafica 4).

El leo es un parametro que hace referencia al efecto inhibidor
del extracto en si, mientras que el Cso hace referencia al efecto
inhibidor del extracto, asi como al numero de células inhibidas por
el mismo.

E1 AFLE inhibié la proliferacién de todos los tipos celulares
probados. Por tanto, podemos afirmar que en la actuacién del
extracto 1lipidico de liquido amniético (AFLE) no encontramos
especie-especificidad ni -inmuno-especificidad, sino un efecto
{nhibidor de la proliferacién de cualquier tipo de células.

Segun esto, los factores presentes en nuestro extracto podrian
estar involucrados en la regulacién del crecimiento celular en
general, actuando no s6l0 sobre células inmunes sino también sobre
células no inmunes

El feto esta sometido a un intensisimo proceso de crecimiento

durante el embarazo. Los tejidos con gran capacidad proliferativa

presentan una estrecha regulacién de la misma por medio de la

actuacién de factores de crecimiento. Estos factores pueden

estimular la proliferacién celular o inhibirla, y de la actuacién




equilibrada y conjunta de todons ellos resulta un crecimiento
proporcionado de dichos tejidos.

Es logico pensar, por tanto, que el feto debe estar sometido 2
la actuacién de estos factores de crecimiento, los cuales podrian
estar presentes en liquido amniotico, aunque ejercieran su
actuacion a otros niveles.

Es posible que la proliferacién de ceélulas inmunes esté
controlada por estos mismos factores, de tal forma, que la
inmunorregul«:cion de la que hablAbamos antes, estaria comprendida
dentro de un proceso mucho mads amplio, como es la regulacién del
crecimiento celular. No obstante, no se descarta la posibilidad de
que existan en liquido amnietico factores que controlen
especificamente la proliferacién de células inmunes.

GARCIA-OLIVARES y RODRIGUEZ-VEDIA (1985) detectaron em el
fluido ascitico, libre de células, de tumores intraperitoneales de
ratén, la presencia de un factor lipidico (CPIF) que inhibia la
proliferacién celular. Posteriormente, se ha detectado un factor o
factores similares en las células del linfoma T de ratén MNCG3
(BORDES y cols., 1988), y experiencias realizadas en nuestro
laboratorio han permitido detectar también dickos factores en
células de bazo de ratén.

Segun esto, dichos factores se localizan tanto en ceélulas
normales como en células tumorales, y es légico pensar que se
traten de factores ubicuos que se encuentren en todos los tejldeos
con intensa actividad proliferativa.

Dada la intensa actividad proliferativa del feto, los CPIF
podrian estar presentes en liquido amniético, regulando el
crecimiento tanto de células inmunes como de otro tipo de células.

Son numerosos los mecanismos biolégicos que se inician ¥y
desarrollan mediante reconocimientos exquisitamente especificos,

pero que finalizan con la produccién de moléculas inespecificas.

Asi, el mecanismo de actuacién de las células T supresoras

incluye la estimulacién en cadena de una serie de receptores de
alta especificidad en diversos subtipos celulares, pero el paso

final de esta cadena es la actuacién de una molécula de carActer

inespecifico (DORF y BENACERRAF, 1984).




Igualmente, 1a actuacion de diferentes ligandos sabre
receptor altamente especifico en la membrana celular, determina
estimulacion de un proceso intracelular inespecifico, como es
metabolismo de los fosfoinositoles de membrana con liberacién
Calcio y activacién de la Protein-kinasa C (BERRIDGE, 1934).

Este podria ser el caso también de los factcres lipidicos
inhibidores de la proliferaciéon celular (CPIF) y de los factores
detectados por nosotros en el liquido amniético humano, los cuales
podrian encontrarse en la 0ltima secuencia inespecifica de los

mecanismos reguladores del crecimiento celular.

Deciamos antes que el AFLE inhibié la prolliferacién de todos
los tipos celulares probados. No obstante, en nuestros resultados
pudimos comprobar que el (so era mucho mayor para las células
normales que para las células tumorales (tabla y grafica 4), es
decir, que una misma cantidad de extracto lipidico inhibia a mayor
numero de células normales que de c2lulas tumorales.

En el caso de células de médula ésea de ratém, que son células
normales, el efecto anterior era claro, siendo el valor de Ceo 10 2
20 veces mayor que para las células tumorales, y siendo 1las
ccndiciones experimentales las mismas que para las células
tumorales.

En el caso de los linfocitos bumanos, el efecto inhibidor, ¥y
por tanto el valor de Ceo, era mucho mayor respecto a las células
tumorales, pero dicbo efecto podria achacarse a que el tiempo de
permanencia del AFLE con los linfocitos en el radioinmunoanalisis
es superior que para el resto de células (72 horas respecto a 24
horas).

Por ello, se hizo un estudio simulténec con células tumorales

de ratéen (P815X2) con 24 horas ¥y 72 horas de cultivo (tablas y

graficas 5 y 6, respectivamente), y se comprobaron los resultados.

Logicamente, el AFLE inhibia a mayor namero de células tumorales
tras 72 horas que tras 24 boras de cultivo, siendo el valor de Cesu
a las 72 horas mayor gque a las 24 horas; es decir, que la misma
cantidad de extracto lipidico iphibia a un porcentaje de células

superior (tabla Yy grafica 7). Por contra, el valor de Iso era
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menor, es decir, que la dosis de extractc necesaria para inhibir al
50% de las células era menor a las 72 horas que a las 24 horas de
cultivo,

§o obstante, a pesar de 1o comentado anteriormente, el valor
de Ceo para los 'infocitos seguia siepndo muy superior al valor de
Cec para las celulas Pa15%2, cultivadas ambas durante 72 horas
(tabla y grafica 7).

Por tanto, la inhibiciér del AFLE parece ser mayor sobre
células normales que sobre células tumorales y, por otra parte, el
hecho de que inhiba mAs intensamente a los linfocitos humanos que &
cualquier otro tipo de células, nos parmite supomer que nuestro
extracto lipidico tiene una actividad especialmente
inmunorreguladora.

BORDES y cols. (1988) tamb.én observaron que los CPIF inhibian
més intensamente a las células normales que a las tumorales,
sugiriendo que estas ultimas debian ser menos sensibles a 1la
actuacién de los CPIF. Esta caracteristica podria contribuir a la
disregulacion en el control del crecimiento que las células
tumorales presentan.

Sin embargo, en nuestros resultados existe una excepcién con
respecto al efecto anterior. Se trata de las celulas “CHANG" (tatla
y grafica 4), ya que a pesar de ser células hepadticas humanas, RO
iuporales, el vaior de Cso DO €5 mayor que para las células
tumorales, sino que es incluso menor que para éstas.

§o obstanie hay que tener en cuenta que las celulas “CHANG" se
encuentran en um wastado de iniclacién avanzado", 21 cual es un
paso previo a la transformacién neoplasica. las células en dicho
estado pierden la inhibicien por contacto, multiplicéndose
indefinidamente

Asimismo, es impurtante seflalar que existe una posible
contaminacién de estas células con células »§EL., las cuales si
son tumorales.

Existe otra tercera caracteristica de las células "CHANG" que

podria explicar el efecto anterior, y €s el hecho de que soOB

células adaptadas al cultivo, siendo las c&lulas no estrictamente




adaptadas al mismo (linfocitos y células de médula osea de raten)
las que mas se inhiben por el extracto lipidico.

Por 0ltimo, hay que tener en cuenta también que las células
"CHANG" no son celulas hematopoyéticas, y como veremos mAs tarde,
éstas Ultimac e inhiben mas que otros tipos celulares.

Por tanto, las células "CHANG" no son celulas tumorales, pero
tanpoco son células normales, y esta razén podria explicar el
diferente comportamiento del AFLE con las mismas.

Existe otra excepcién respecto al comportamiento general de
las celulas tumorales. Se trata de la eritroleucemia humana K-562
(tabla y grafica 10). Concentraciones grandes de AFLE, que producen
una inhibicién cercana al S0% con el resto de celulas tumorales, en
sl caso de las células K-562, producen una inhibicién muy baja.
Segun esto, estas células serian menos sensibles al efecto
inhibidor del AFLE que el resto de células tumorales.

embargo, cuando aumentamos la concentracion de extracto

observamos que el efecto inhibidor aumenta, demostrando

blogueo de estas células tumorales a la actuacion del AFLE

puede superar aum ‘ando la concentracien de exiracto
correspondiente a cada célula.

La falta de sensibilidad de las células K-562 a la acclén
inhibidora del extracto lipidico, nos permite comentar la ausencia
de citotoxicidad en el efecto del AFLE. El hecho de gue estas
células no se inhiban a concentraciones en que ntras células lo
hacen, supone el efecto citostitico y no citotéxico del extracto
lipidico, al igual que ocurria com el liquido amniético crudo.

Para confirmar lo anterior, y al mismo tiempc, para demostrar

la reversibilidad del efecto inhibidor del AFLE, =se hizo una

experiencia similar a la realizada con el liquido ammniético crudo,

utilizando las células tumorales P315Xz (tabla €y graficas 8 Ay 8
B, y linfocitos humanos (tabla 9 y graficas 2 A y @ B).

En e! primer caso (P815X2), después de 24 horas de cultivo,
las células cultivadas con AFLE mostraron una mortalidad muy baja y
cimilar a las células cultivadas en ausencia del mismo. Asimismo,
la sintesis de DNA, determinada por la captacien de “H-Timidina, no

era menor en las células cultivadas previamente con AFLE (como




cabria esperar si permanecliese el efecto irhibidor de éste), sino
que era incluso mayor respecto a las células control.

En el caso de los linfocitos humanos, despues de 48 horas de
cultivo, la mortalidad era similar en los cultivos problema y
control. Igualmente, tras realizar el radicanalisis de captacién de
‘H-Timidina, se comprobo, de nuevo, que la sintesis de DNA no era
menor en las células cultivadas con AFLE, sino mayor respecto a las
células cultivadas en ausencia del mismo.

De este modo, tras las dos experiencias anteriores, se pudo
demostrar el efecto citostatico y reversible del extracto lipidico
del liquido amnistice, al igual que ocurria con el ‘iquido
amnistico crudo. Asimismo, esta reversibilidad reafirma el caracter
regulador del AFLE, ya que las moléculas reguladuras suelen ser

reversibles en su actuacien.

Una vez visto el efecto del extracto lipidico de liquido

(AFLE) sobre ‘'a proliferacién celular, decidimos

~ara~lerizar los factores inhibidores presentes en el mismo. Para

hi-imos una cromatografia en capa fina sobre gel de silice y

samo= un sistema de disolvente polar, clcroformo:metanol:agua

Se corrieron diversos estandares para comparar su valor

de Rf100 con ei de las diversas manchas ootemidas al separarse el
extracto lipidico de liquido amniético (tabla y grafica 11).

El AFLE se separ$ en 6 manchas, gque sSe enumeraron del 1 al 6.
Estas manchas se identificaron comparando su valor de Rf100 con el
de las manchas de los estandares.

lLa mancha n2 1, gque era la mas gruesa y mis intensa, coincidia
en valor de Rf100 con la coriespondiente al estéandar de fosfatidil-
colina, cosa legica, ya que éste es el fosfolipido mas abundante en

liguido amniético.
La mancha n2 2 correspondia a fosfatidil-inositol y la n® 3 a

fosfatidil-etanolamiia.
En cuanto a las ultimas tres manchas (n¢ 4, n2 5 y u? ©)

coincidian con las correspondientes al estandar de Acidos grasos.

Los estandares de foctatidil-colina y de fosfatidil-

etanolamina dejaban sobre la placa dos manchas, cada uno, con valeor




- 443

de R{100 similar al correspondiente 3 los acldos grasos, y también
al de las manchas 4 § y 6 del AFLE. Dichas manchas, probablemente,
correspondan a los acidos grasos esterificados presentes en las
moléculas, tanto de fosfatidil-colina como de fosfatidil-
etanolamina, los cuales, al correr la placa pueden disociarse y
alcanzar un valor de Rf100 distinto al de dichos estandares,
Igualmente, el estandar de acidos grasos dejé sobre la placa,
aparte de las dos manchas con valor de Kf100 alto, caracteristico

de los mismos, una mancha con valor de Rf100 muy hajo.

Unz vez separado el extracto 1lipidico, se probé el efecto
inhibidor de las distintcs fracciones obtenidas sobre la
proliferacion celular, medida pcr la captacion de “B-Timidina,

Para ello, se utilizaron tanto células normales de médula ésea
de raton (tabla y grafica 12) como células tumorales P81512 (tabla
y grafica 13).

En ambas experiencias obtuvimos dos picos de actividad

irhrikhidnra o)
ipgiolaora. L

e

valor de Rf100 de dichos picos era de 45,9 a 62,2
para el primero y de 83,8 a 100,0 para el segundo, y tambien era
similar en ambas experiencias.

Fl p-imer pico coincide aproximadamente con el pico obtenido
por BORDES y cols. (1938) para los CPIF, v con el obtenido por WOLF
y MERLER (1979) para el SIF. Sin embergo, el segundo pico no
coincidia con los resultados obtenidos por estos autnres.

Por tanto, estc sugiere que, al menos eam el primer pico, hemos
detectado factores equivalentes a 10§ detectados por los autores
anteriores, pero ademas, el liquido amniético tiene otros factnres
lipidicos inhibidores de menor polaridad, que podrian coincidir con
nuestro segundo picc.

STALLCUP y cols. (1984c) comprobaron la actividad inhibidora
de la proliferacién celular por parte de la membrana plasmatica de
células linfoides, y en la caracterizacion parcial hecha por estos
autores de su factor inhibidor, encontraron que una Az las manchas

obtenidas en la cromatografia coincidia con la correspondiente al

pztaudar de fosfatidil-colina.




La actividad inhibidora de nuestro primer pico podria deberse
también a este fosfolipido, ya que si obse s las s
13, se puede compro;;r qu; Zl 1im*fe r:::Sri::‘<i:afifaa 2

| i 2 este pico
inhibitorio coincide con el valor de Rf100 de la mancha del
estandar de fosfatidil-colina.

o obstante, es dudoso que la actividad inhibidora de nuestro
extracto lipidico se deba a la fosfatidil-colina, ya que se ha
comprobado que este fosfolipido carece de actividad inhibidora
sobre la proliferacion celular (VADEE y cols., 1983). Ademas,
STALLCUP y «cols. (1984c) tampoco atribuyeron la actividad
iphibidora de su extracto a la fosfatidil-colina, a pesar de que
upa de 1as manchas obtenidas en la cromatografia tenia un valor de
Rf100 préoximo al de dicho estandar.

BORDES y cols. (1988) afirmaron que el pico de actividad
abtenido por ellos (con valor de Rf100 aproximado a nuestro primer
pico) parecia coincidir com el grupo de gangliésidos, los cuales,
como hemos visto en la Introduccién, tiemen demostrada su capacidad
inhibidora de 1la proliferacién celular por parte de numperosos
autores (VHISLER y YATES, 1980; LADISCH y cols., 1983; GONVA ¥y
ols., 1984; MERRIT y cols., 1984, ROBB, 1986; RITTER y cols.,
1G86; MARCUS y cols., 1987).

En los resultados de nuesira cromatografia (graficas 12 y 13)
se puede apreciar que el primer pico de actividad inhibidora tieme
un valor de Rf100 proximo al del estandar de gangliosidos. En

cuanto a qué tipo de gangliésido puede deberse la actividad

los resultados obtenidos por otros autores Son

inhibidora,
contradictorios, como ha quecado reflejado anteriormente en la
Introduccién. Asi, mientras que MERRIT y cols. (1984) encuentran

purificados ipdividualizados, el mas

que entre gianglissidos
RITIER y cols. (19867,

inhibidor es el monosialogangliésido GM=,

por otra parte, afirman que, aungue todos los gangliésidos muestran

d de inhibir la proliferacion celular,
¥ &l disialogangliésido GDs.
idora tiene um

capacida los mas efectivos

son el monosialogangliosido G
A pesar de que el primer pico de actividad inhid
valor de Rf100 pr

de Rf100 parece coin

sximo al del estandar de gangliésidos, dicho valor

cidir también con el de foﬁfatidil~1nusitol,
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siendo este otro lipido con actividad inhibidora de 1la
proliferacisn celular reconocida (VADEE y cols., 1983).

Segun esto, la actividad inhibidora de nuestro primer pico
podria deberse tanto al fosfatidil-inositel como a leos
gangliésidos.

Nosotros hemos realizado experiencias probando la actividad de
estos estandares sobre la proliferacién de las celulas del
mastocitoma de ratén P815X2, aunque no la reflejamos ep esta Tesis.
Tal y como esperabamos, ambos estandares inhibian la proliferacién
celular, determinada pocr la incorporaciérn de “H-Timidina, No
obstante, el valor de Cso correspondiente a la actividad inhibidora
de dichos estandares fue menor que el obtenido para la actividad
del AFLE sobre estas mismas células (P81512).

Se puede deducir, por tanto, que la capacidad inhibidora del
extracto lipidico de liquido amniotico (AFLE) era mayor que la de
los distintos estandares por separado, por lo que cabria suponer um
efecto sinérgico de los distintos lipidos de dicho liquide, que
incrementaria la actividad inhibidora que tendrian cada una por
separado.

En cuanto a la actividad inhibidora del segundo picu obtenido
en la cromatografia, en principio, podria atribuirse a los acidos
grasos, ya que su valor de Rf100 coincidia parcialmente con el
obtenido para el estandar de jos mismos. Ademas, varios autores han
referido que los &cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son capaces
de inhibir la proliferacién celular. Asi, BROVN y cols. (1983)
refirieron que 1los FUFAs inhibian la respuesta de linfocitos
humanos a mitégenos Y, posteriormente, ELLIS y cocls. (1986)
demostraron que los PUFAs inhibianm la respuesta de linfocitos
murinos a mitégenos. Ambos autores describieron que los acidos
grasos insaturados inhibidores eran el acido linoleico, el &cido
linolénico y el acido araquidénico.

Por tanto, este segundo pico inhibidor podria deberse a la
accién de acidus grasos, 1os cuales son un componente importante
del liquido amnistico, bien“en forma libre, bien esterificados a

otros compuestos COmMO fosfolipidos. Ademas, uno de ellos, el acido

araquidénico, es un precursor obligado de las prostaglandinas, las




cuales, inhiben tambien la proliferaciéen celular (SMITH y cols.
1984), y aungque nuestros picos de actividad no coincidian con el
valor de Rf100 de 1los esténdares de prostaglandinas, éstas se

encuentran taasbién en una cantidad apreciable en liquido amnistico.

Segnn estos resultados, podemos concluir que la actividad
inhibidora de 1la proliferacion celular por parte del liquido
amnistico no se debe a un lipido aislado, sino a un conjunto de
8. .08, que como deciamos anteriormente, podrian  actuar
sinérgicamente potenciando su efecto. Este efecto se ejerceria
sobr- ialquier tipo de células.

Los factores del AFLE, debido a la actividad anterior, podrian
intervenir en la regulacién del crecimiento fetal, pero es
importante destacar que, dada su actividad inhibidora mas intensa
cobre linfocitos humanos, podrian tener una importante actividad
inmunorreguladora. De hecho, tanto los gangliosidos como los acides
grasos poliinsaturados, les cuales podrian ser los responsables de
‘a actividad inhibidora de nuesiros picos, parecen tener um papel
importante como reguladores de la rzspuesta inmune (UTERMOHLEF y
TUCKER, 1986; MARCUS y cols., 1987).

De scte modo, estos factores lipidicos inhibirian la respuesta
inmune de la madre, ccntribuyenda' al estado de inmunosupresién
propio de la embarazada que explica, en parte, el que no se

oroduzca un rechazo de ésta hacia el feto.

Todos estos resiltados coinciden en gran perte con los
obtenidos por BORDES vy cols. (1988) para los CPIF (factores
lipidicos inhibidores de la proliferacién celular).

Fstos lipidos sz encontrarian en los tejidos con alta
capacidad proliferativa, y podria existir una relacién entre ésta y
la concentracién de los CPIF en tejidos y fluidos. Esta relacién se

cumple con otros factores inhibidores del crecimiento celular, como

las prostaglandinas (SMITH y cols., 1984) y las poliaminas (TABOR y

TABOR, 1984). Esto sugeriria gue todos estos factores inhibidores

serian sintetizados en elevada concentracién por las células en




division, probablemente, con objeto de regular el crecimiento
celular. mediante un mecanismo “feed-back".

Segun BORDES y cols. (1988), el equivalente humano de los CPIF
podria se F (soluble inhibitory factor:! detectado por YOLF ¥y
MERLER 379) el sobrenadante de linfocitos T ‘humanos
estimulados por mitegenos. Posteriormente, VCLF y ANDREONI (1982)
detectaron este mismo factor en suero normal humano. Aunque el SIF
se consideré, en principio, como un factor inmunorregulador por ser
secretado por células T, despues se demostro que, en realidad, se
trataba de un factor regulador de la proliferacion celular en
general, ya que fue detectado en el sobrenadante de cultivos de
otros tumores de estirpe no inmune (WOLF y cols., 1983).

Dentro de este esquema general de actuacion de los CPIF y del
SIF hay que entender la actuacién de los factores lipidicos
inhibidores del l:quido amniético (AFLE).

A=i, la intensa proliferaciéon celular fetal daria lugar a un
exceso de factores lipidicos imhibidores de la proliferaci&n
celular, dr cuya actuacién se derivarian varios fenémenos.

El primer fenomeno saria, obviamente, que estos factores
contribuirian a regular el crecimiento fetal. Pero estos factores,
al igual que ocurre con otros como la prostaglandina E v la alfa-
yetoproteina, podrian temer um efecto inmunorregulador aparte de su
efecto sobre la proliferacion celular en general.

De este modo, se explicaria el estado de inmunosupresién de la
madre en el embarazo, e incluso, la inmunosupresien del feto
durante el mismo periodo.

Por altimo, la actuacisn de estos factores lipidicos podria
repercutir en el sctado anémico de la embarazada (TOMAS, 1978), el
cual, no es explicable unicemente por la hemodilucién.

Existen diversas evidencias de gque los CPIF, tras ser
secretados por las células, conectan con una macromolécula de 108
fluidos extracelulares (GARCIA-OLIVARES y RODRIGUEZ-VEDIA, 1735).
En el caso del SIF, WOLF y ANDREONI (1982) demostraron que estos
factores eran transportadcs por una proteina del suero, con un peso

molecular de 150000. Esta proteina, ademas de transportar estos

factores, podria conectar con un receptor especifico de membrana,




facilitando su acceso al interior de la celula y/o podria modular
la actividad de dichos factores favoreciendo su accioén.

El complejo CPIF-transportador daria lugar, logicamente, a una
lipoproteina. Varivs autores han demostrado la actividad inhibidora
de la proliferacion celular por parte de diversas lipoproteinas
séricas (CURTIS y cols., 1984), siendo probable que los CPIF
contribuyan a dicha actividad inhibidora.

En cuanto al posible modelo de actuacién de los CPIF, dado su
caracter reversible, podria ser el siguiente.

Una célula al proliferar secretaria CPIF, que inhibiriam o
mejor modularian su proliferacién y la de células préoximas. Al
cesar la proliferacison, cesaria la secrecién de CPIF y las celulas
volverian a ser susceptibles de dividirse.

Un exceso de CPIF determinaria una acumulacién de estas
sustancias en fluidos organicos, siendo transportados como
lipoproteinas (GARCIA-OLIVARES y RODRIGUEZ-VEDIA, 1985). Estas
lipoproteinas inducirian  una inhibicién  generalizada  del

crecimiento celular en tejidos periféricos.

2, UBICUIDAD DE LOS FACTORES LIPIDICOS
REGULADORES DE LA PROLIFERACION
CELULAR
Dado que parte de los factores detectados en el liquidc

amnisético humano parecen coincidir con los detectados por BORDES y

cols. (1988) en un linfoma T de ratém, pensamos gque este factor o

factores lipidicos podrian estar precentes en otras células ¥

tejidos, tratandose de factores ubicuos. De hacho, experiencias
realizadas en nuestro laboratorio han demostrado tambien la
existencia de CPIF en células de bazo de raton.

Por ello, decidimos investigar la presencia de los CPIF en los

extractos lipidicos de las células de otros dos tumores, Uuno de

estirpe inmune, el linfoma SL2, y otro de estirpe no inmune, el

carcinoma EHRLICH. Ademas. se determine la presencia de dichos

factores, por un lado en las membranas y por otro en el citosol, de

ambos tumores.




En primer lugar, se probo la actividad de os extractos
(ECLE. EMLE, SL2CLE, SL2MLE) sobre la proliferacion de células de
médula 6sea de ratin (tablas y graficas 14 a 17) y de las células
tumorales PB15X2 (tablas y graficas 18 a 21

Se pudo comprobar que todos los extractos, tanto de citosol
como de membranas, y tanto del tumor SL2 como del tumor EHRLICH,
inhibian la proliferacison de ambos tipos de celulas.

Se calculs el valor de Iwo y Csa correspondiente a la
actividad inhibidora de los extractos referidos sobre la
proliferacion de dichas células (tablas y graficas 22 a 29).

Para todos los extractos el valor de Cec correspondiente a las
célulac de médula bsea de ratén era superior al valor de Cso
correspondiente a las células tumorales P815X2, es decir, que la
miema cantidad de extracto lipidico inhibia a mavor numero de
~&lulas de médula ésea que de células P815X2. Cor el valor de Iso
acurria el femémeno inverso, es decir, que la dosis de extracto
nacesaria para inhibir el mismo namero de células era menor en el

las células de médula 6sea que en el caso de las células
tumarales P815X2.

For tanto, la actividad de todos los extractos (ECLE, EMLE,
SL2CLE v SLZMLE) era superior sobre células normales (médula osea)
que sobre celulas tumorales (P815X2), y estos resultados estan de
acuerdo con los obtenicos para el extracto lipidico de liquido
agnistico (AFLE) y para los factores detectados por BORDES y cols.
(1988). Esto nos hace pensar en la posible identidad de los CPIF ¥y
los lipidos presentes en o] AFLE y 2n los extractos anterlores.

Aunque no se trata de una apreciacion estadistica, nosotros
encontramos una actividad inhibidora superior ea el tumar SLZ2 que
en el tumor EHRLICH. Teniendo en cuenta que el SLz es um linfoma T,
al igual que el MCG3 estudiado por BORDES ¥ cols. (1988), ¥
asimismo, que WOLF Yy MERLER (1979) detectaron el SIF (soluble
{nhibitory factor), factor similar a los anteriores, en el

cobrenadante de linfocitos T estimulados por mitogenos, podriamos

pensar gque las células T sintetizan upa gran cantidad de estos

factores, aungue no sean las gnicas en hacerlo.




A pesar de que ha habido autores que han descrito la presencia
de factores inhibidores de la proliferacion celular en membranas
(STALLCUP y cols., 1984a, 1984b y 1984c), otros autores (WOLF y
MERLER, 1979) los han descrito no ligados a membranas.

En el caso del tumor MCG3, dichos factores se detectaron tanto
en el citosol como en la membrana celular (BORDES y cols., 1988).
Asimismo, nosotros hemos detectado su presencia, tanto en la
membrana como en el citosol de los tumores SL2 y EHRLICE.

El hecho de que haya una elevada cantidad de este factor o
factores en el citosol celular, sugiere la idea de que la celula
los tiene almacenados para ser secretados al exterior, lo cual ha
sido demostrado por otros autores (GARCIA-OLIVARES y RODRIGUEZ-
VEDIA, 19085). '

Por otra parte, el hecho de que también se encuentren en la
membrana, sugiere que ademas dichos factores pueden ejercer su
funcién a través de contactos intercelulares.

Por tarto, 1los factores lipidicos inhibidores de 1la
proliferacion celular podrian ejercer su funcién a través de dos

canismos, no excluyentes: a través de factores solubles y a

vés del contacto célula-célula (iphibicien por contactol.

Penzando tamhién en la ubicuidad de estos factores, decidimos
investigar su presencia en Suero sanguineo bumano. For ello,
hicimos una extraccion llipidica de un “pool*® de suero sanguinen
humano normal y probamos Su actividad sobre la proliferaciéen
celular. Dicho extracto (HSLE) mostro una actividad inhibidora
practicamente nula sobre la proliferaciéen, tasnto de células
normales (médula ézea) como de células tumcrales (P815X2) (tablas y
graficas 26 y 27). Este resultado se refleja mejor en la tabla ¥y
grafica 28, ya que el valor de Cec correspondiente a la actividad
del HSLE es 0 (en el caso de célula de médula 6sea) O muy cercano a
0 (en el caso de celulas tumorales P815X2).

Jo obstante, esto no quiere decir que los lipidos inhibidores

no estén presentes en el HSLE. Es probable que Si lo estén, pero

que se encuentiren en una proporcion muy baja con respecto a otros

1i pidos presentes en el suero humano, y por tanto, que s€ requieran




grandes cantidades de su extracto lipidico (KSLE) para que ejerzan
sy accion inhibidora caracteristica. De hecho, si aumentamos la
cantidad de HSLE (1000 pg/ml), disminuimos la concentracien de
suero fetal en el medio de cultivo (1% y disminuimos la
concentracién de células diana, este caso células PB15Y2 (tabla
y grafica 42) podemos comprobar que el HSLE si inhibe 1la
proiiferacién de dichas ceélulas. Ademas, dicha inhibicisén va
disminuyendo conforme se incrementa la concentracién celular, ya
que aumenta la proporcion de ceélulas correspondientes a cada pg de
extracto lipidico.

Esto parece confirmar la idea que apuntabamos anteriormente,
de que probablemente en el HSLE existan lipidos inhibidores, pero
que dada la abundancia en otros lipidos del suero sanguineo, su
accien queda enmascarada por estos ultimos, en las mismas
condiciones experimentales en que se probaron los otros extractos
lipidicos.

Tampién parece estar claro que la accién inhibidora de
nuestros extractos depende de varias variables. Una de ellas es la
concentracien de suero fetal del medio de «cultivo, cOmo

estudiaremos mas adelante.

Ntra variable, logicamente, es la concentracisn de las células

diana que se utiliza en e] radioandlisis. En las tablas y graficas
39 a 42 podemos observar que la actividad inhibidera de distintos
extractos (AFLE, EMLE, SLZNLE y HSLE) disminuye conforme aumenta la
concentracién celular, ya que S incrementa la proporcién de
células correspondiente a cada ug de extracto presente en el
cultivo, y segun esto, parece légico que la inhibicién sea menor.
Estos experimentcs, que parecen evidentes, son sin embargo
convenientes cara a discutirlos con los resultados obtenidos para

ctlulasz NIH 373, como veremos posteriormente.

En cuanto a la caracterizacion por cromatografia en capa fina
de los distintos extractos lipidicos que mostraron capacidad
inhibidora de la proliferacion celular, se sigui¢ la misma

siztematica utilizada para el AFLE.




El extracto lipidico de citoplasma de EHRLICH (ECLE) se =epars

en dos manchas, cuyos valores de Rf100 estaban muy préoximos al
obtenido para el estandar de Acidos grasos (tabla y grafica 29).

El extracto lipidico de membranas de EHRLICH (EMLE) se separ¢
en 11 manchas (tabla y grafica 2%). Las manchas ndmero 1, 2 y 3
tenian un valor de Rf100 muy similar al de la esfingomielina.
Asimismo, las marchas 4, 5 y 6 tenian un valor de Rf100 muy proximo
al de los estandares de fosfatidil-colina, ganglicsidos y
fosfatidil-inositol, respectivamente.

La mancha numero 7 estaba cercana a la de prostaglandina Fza,
la numero 8 a la de fosfatidil-etanolamina y la numero 9 a la de
prostaglandina E-.

Por ultimo, las dos ultimas manchas (numeros 10 y 11) estaban
muy cercanas a las correspondientes al estéandar de acidos grasos.

F1 extracto lipidico de citoplasma de SL2 (SL2CLE) también se
separé en dos manchas, cuyos valores de Rf100 estaban muy préximos
al obtenido para el estandar de acidos grasos (tabla y grafica 34
y coincidian, aproximadamente, com los obtenidos para el ECLE.

Finalmente, el extracto lipidico de membranas de 5Lz (SLZMLE)
se separo en ocho manchas. las manchas numeros 1, 2 y 3 tenian un
valor de Rf100 muy préximo al obtenido para los ectandares de
fosfatidil-colina, ganglissidos y fosfatidil-inositol. No obstante,
laz dos primeras parecian estar maAs cercanas al valor de RI100 de
la fosfatidil-colina, mientras que la tercera parecia estar mas
cercana al valor del fosfatidil-inositol.

En cuanto a las manchas numeros 4 y 5 tenian un valor de Rf100
ruy préximo, y este era similar al obtenido para el estandar de
fosfatidil-etanolamina.

Finalmente, las manchas nameros 6, 7 y 8, por su valor de

Rf100, parecian corresponder a dcidos grasos.

Una vez separados 10s axtractos lipidicos, se probée el efecto
inhibidor de las distintas fracciones obtenidas sobre la

proliferacion de células de médula 6sea de raton (tablas y graficas

30, 32, 35y 37 ¥ sobre células P815X2 (tablas ¥ graficas 31, 33,

36 y 38), medida a traves de la captacion de “H-Timidina.
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Los extractos ERLE, ESLZCLE y SLZMLE mostraron dos plcos de
actividad inhiblidora con wvalor de Rf100 muy preximo o similar al
obtenido para el extracto lipidico del liquido amniético (AFLE:.
En cuanto al extracto lipidico de citoplasma de EHRLICH
(ECLE), obtuvimos un segundo pico con va.or de Rf100 similar al del
gundo pico del resto de extractos. En cambio, el primer pico de
actividad inhibidora del ECLE estaba desplazado hacia la izquierda,
cion un valor de Rf100 entre 24,3 y 39,1, distinto al obtenido para
el primer pico del resto de extractos (emtre 40,5 y 62,2). Puede
ser que en el caso del ECLE dicho pico de actividad inhibidcra se
nos haya desplazado artefactualmente y, eu realidad, corresponda a
la actividad inhibidora de 1los mismos lipidos responsables del
primer picec encontrado en las cromatagrafias de los otros extractos
lipidicos. Pero también, debido a que el EHRLICH es un tumor
diferente al SL2, utilizado por nosotros, y al NCG3, utilizadec por
BORDES v cols. (1988) (el EHRLICH es un carcinoma y el SLZ y el
MCG3 son linfomas T), puasde que en el citosol de sus celulas se
algin otro lipido mas polar, que pudiera ser responsable
actividad correspondiente a dicho primer pico de inhibicion,

valor de Rf100 no coincide con el obtenido para nuestros

¥o obstante, dicho valor de Rf100 parece estar algo préoximo al
obtenido para el esténdar de esfingomielina, pero es dificil
atribuir su actividad a este fosfolipido, ya que segun VADEE y
cols. (1983) la esfingomielina no inhibe la proliferacien celular.

Por tanto, la interpretacisn de este primer pico de actividad
{nhibidora del ECLE parece un tanto dudosa. No obstante, si
excluimos esta excepcison, los resultados obtenidos para los otros
extractos (EMLE, SL2CLE y SLzZMLE) son muy similares a los obtenidos
para el AFLE y para los extractos lipidicos de MCG3 y de bazo, lo

cual es laégico, ya que si el crecimiento celular es un proceso

comin para la mayor parte de las células del organismo, 1l0S

factores reguladores del mismo deben mostrar una distribucien

amplia en la mayor parte de los tejidos.
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INHIBICION DE LA FROLIFERACION DE
CELULAS NORMALES Y DE CELULAS
TUMORALES

Anteriormente, hemos visto que la accién inhibidora de les
distintos extractos lipidicos (AFLE, ECLE, EMLE, SL2CLE y SLZ2MLE)
era superior sobre células normales que scbre celulas tumorales.
Sin embargo, estas experiencias tenian el incoveniente de gune las
distintas ceélulas probadas (normales y %tumorales) no perteneciam a
la misua estirpe, por lo que, aunque los resultades en lineas
generales erap validos, la comparacion realizada entre dichas
células no era del todo exacta.

Es por ello, por lo que nos parecio ideal comparar la accien
de un extracts lipidico, el de ligquido amniotico (AFLE) sobre la
proliferacion de dos tipos celulares, NIH 373 INICIADAS (NIH 373 D)
y NIH 373 TRANSFORMADAS (FIH 313 1), ambas de estirpe
fibroblastica.

Pudimos comprobar que el AFLE inhibia la proliferacisn de los
dos tipos celulares (tabla y grafica 64, tabla y grafica 66), pero
aunque las condicicnes de cultivo eran similares para ambas, com
una concentracién celular de 200000 cel/ml y con una concentracién
de cuero fetal de termera de un 5%, dicha accion inhibitoria era
superior sobre las celulas NI1H 313 1 que sobre las células NIH 3T3
T. Esto queda reflejads en la tabla y grafica 67, donde se puede
comprobar gue el valor de Ce. correspondiente a la actuacien del
AFLE sobre las células NIE 373 1 era superior que el
correspondiente a la accion de dicho extracto sobre las células NIH
3T3 T, y aunque la célula §IH 373 I no es upa célula normal, ya gue
se encucntra en un estado de “iniciacioén", en el cual, puede
transformarse en neoplasica con gran facilidad, no es tampoco una
célula tumoral, como lo es la célula NIH 373 T.

Por tanto, estos resultedos parecen confirmar que la accién
inhibidora de los lipides preseutes en el liquido amnistico, al

igual que ocurria com los CPIF, es superior sobre células rormales

que sobre células tuporales, y este hecho sugiere el caracter

regulador fisiologico que parecen tener estos factores.




LA menor actividad inhibidora de 1los CPIF schre la
proliferacion de células tumorales puede atribuirse a varias
causas:!

- Carencia de receptores especificos para dichos factores por
parte de estas células.

Alteracién de los mecanismos metabolicos iptracelulares
estimulados por dichos factores.

- Secrecién de factores transformantes autocrinos,
estimuladores de la proliferacién celular, po. parte de las células
tumorales, los cuales permiten un crecimiento autéor.mo de laz
mismas (KASSAGUE, 1984) vy, por tanto, contrarrestan la accién
inhibidora de los CPIF.

Distintos autores que han estudiado factores inhibidores, han
encontrado una interferencia entre factores estimuladecres e
inhibidores de la proliferacién celular.

De hecho, nosotros hemos realizado experiencias aumentando la
cantidad de factores estimuladores del crecimiento (aumento de la
concentracisn de svero fetal de termera) en el mpedio de cultivo, y
en estas condiciones, hemos probado la accioem inhibidora de la
proliferacién de ceélulas §'H 373 1 por parte del extracto lipidico
de liquido amnisético (AFLE) (tablas y graficas 71, 72, T3 §y N},
Pudimos comprobar que la accied inhibidora d= nuestro extracto
disminuis conforme se incrementaba la concentracien de suerc fetal,
es decir, que el Cg. era menor ¥, pOI tanto, el lsc era mayor

(tabla v grafica 75).

ictos resultados n~- daban a entender que entre los factores
inhibidores F1 loz fac . =s estimuladores del creciumiento
celular, presert syero fetal de termera, existe Jna accionm
competitiva, de tal forma, gue incrementando ia concentracien de
cuero fetal en el medio de cultivc se puede llegar a aunular la
accién inhibidora del AFLE.

Esto esta de acuerdo =on la teoria del "Yin y fang" (MARX,

1986), cegin la cual, el scimiento celular es el resultado de un

4oy =

delicado equilibrio entre los factores estimuladores e inhibidores

del miszz.




5, MECANISMOS DE INHIBICION
FROLIFERACION CELULAR
AFLE inhibia intensaments
las celulas NIH 313 1, por lo que es posibie
ente en dicho extracto intervengan en
“inhibicion por contecto", caracteristicos de esia
Por ello, decidimos estudiar la dindmic? de crecimiento de
estas células y, al mismo tiempo, la de las células N1H 3T3 T.
En rrimer lugar, observamos ,.e el comportamiento, en lineas
renerales, de ambos tipos c-iul=res (F'H 3T3 I y BIE 31} 1) era

ya que .as células N.i 373 T crecleron mucho mac que las

si observamos la proliferacién absoluta de distintas
concentracinnes celulares tras 24, 48 y 72 horas de cultivo (tablas
y graficas 43, 44 y 45), podemos comprobar que para las células NiH
353 I, dicha -pliferacién aumenta conforme se nacrementa la
concentracién ¢ .1t .ar inicial en el cultivo, tanto 2 las 24 como a
las 48 horas, mientras que a las 72 horas se mantiene el incremento
proliferacion conforme aumenta la concentracier, exceptoc para
41timas concentrazicnes (250000 y 400000 cel 'zl), em las

la proliferacion comienza a disminuir.
Bn cambio, las ceélulas EIR 373 1 alcanzan un pico ae
liferacion absoluta a una concentracion de 10000C¢ cel/ml, tanto
horas como para 72 horas de cultivo, y a partir de ahi, las
de prolifer.cién absciuta son inferiores aunque &e

conzentracié de gélulas en cultivo.

Por otra parte, si . 5 las cifras de proliferacien

absoluia para cada concentracion celular individualmente, tras 24,
48 y 72 horas de cultivo (tablas y graficas '® z 56), podemos
observar que en el caso de las células NIH 373 T, para todas las
oncentraciones, la proliferacién tras 48 noras de cultiva es
su ior que tras 24 horas, Y la proliferacion trase 72 horas es
superior que tras 48 horas, con la excepcién de la ultima

concentracion celular (400000 cel/ml), en la cual, las cifras de

proliferacién a las 72 horas de cultivo son infericres a%e i7s

cifras correspondientes a las 48 horas.
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En cambio, en el casp de las células NI§ 31° 1, para
concentraciones iniciales en cultivo superiorez a 23000 cel/ml, las
cifras de proliferacién absoluta tras 72 horas de cultivo son
inferiores que tras 48 horas, e incluso, para concentraciones
superiores a 200000 cel/ml las cifras de proliferacion tras 48
noras de culvivo son inferiores a las correspondientes tras 24
horas de cultivo,

For tanto, segun e~to, la proliferacion de las células NIR 3T3
T e: muy superior a la de las células NIH 373 I, las cuales parece

que estan sometidas a mecanismos de inhibicién que impiden que

si

g

an yproliferande, probablemente mecanismos de inhibicién por
chntacto, los cuales son caracteristicos de las células NIH 373 1,
y pueden estar alterados en el casb de las células NIH 373 T.

o obstante, la comparacién del crecimiento de ambos tipos
celulares en términos de proliferacién absoluta no es del todo
correcta, y nos parecié mucho mAs exacto hacerlo en ftérminos de
proliferacién relativa.

A=i, si observamos las cifras de proliferacion relativa para
iistintas concentraciores de ambos tipos celulares (NIH 373 1 y Nl

T), manteniendo constante el tiempo de cultivo, 24, 48 y 72
horas (tablas y graficas 46, 47 y 48, respectivamente), podemos

comprcbar gue dichas citras, en térmiros generale . descienden

conforme se incrementa la conceatracién celula inicial del
cultivo, por lo que parece ser que ambos tipos de células estén
sometidos a mecanismos que frenan cu proliferacion. .

En el caso de las células NIH 3T3 I, en el cultivo de 24 horas
(tabla y grafica 46), la proliferacién relativa se incrementa

conforme aumenta la concentracicn celular, y estc puede deberse a

1

, efecto "“feeder", por el cual, las celulas secretan factores

o

u
estipuladores, los cuales, a su vez, son capaces de incrementar la
proliferacion celular. Esto da como resultado que las cifras de
proliferacién relativa son superiores conforme se incrementa el
nomero de células iniciales en cultivo, ya que al aumentar el

nomero 3 células aumenta tazbién la propercien de factores

estimuladores.




En cambio, en el cultivo de 48 horas (tabla y grafica 47), la
proliferacien relativa es crecliente entre las concentraciones de
10000 y 20000 cel/ml, debido al efecto "feeder", pero a partir de
esa concentracién, la proliferacion relativa desciende. |

En el cultivo de 72 horas de duracién (tabla y grafica 48) la
proliferacién relstiva desciende conforme se incrementa la
concentracien celular, lo cual quiere decir, que aun a la
concentracian celular 1inicial inferior (10000 cel/ml), tras 72
horas de cultivo, estas células se encuentran inhibidas.

En cuanto a las células NIE 373 T, en el cultivo de 24 horas
(tabla y grafica 46/, la proliferacién reiativa tiende a mantenerse
estabilizada conforme se incrementa la concentracien celular
inictal, aunque muestra una cierta tendencia a descender. En los
cultivos de 48 horas y 72 horas (tablas y graficas 47 y 48), la
proliferacién :elativa se incrementa entre las concentraciones de
17200 y 20000 cel/ml, debido al efecto "feeder®, pero a partir de
dicha concentracisn, tanto a las 48 como a las 72 horas de cultivo,
la proliferaciéon relativa des-iende conforme se incrementa la
concentracisn celular inicial en el cultivo.

Por tanto, podemos decir que las cifras de proliferacién
relativa, en términos generales, tiende: a dezcender conforme se
incrementa la concentracién celular inicial del cultivo de ambos
tipos de células (NIH 3T3 ] y §¥IE 313 T), lo cual nos hace suponer
que dichas celulas se encuentran sometidas a la actuacién de
mecanismos de inhibicién que frenan su proliferacién.

Fuede resultar paraééjico el hecho de que, aungue las ceélulas
NIH 373 T proliferan mucho mas que las células NIE 373 I, 1las
cifras de proliferacion relativa de éstas ultizas, tras 24 horas de

cultivo (tabla y grafica 46), aumentan conforme se incrementa la

concentracion celular inicial, mientras que en el caso de las

células NIH 373 T (tabla y grafica 46) las cifras de proliferacion

relativa se mantienen estables o tienden a dezcender. Yo cbstante,

esto puede ser atribuido a que el hecho de que las células NIA 313

T proliferen mucho mhs, las hace también inhibirse antes, e

i
incluso, en tiempos de cultivo cortos de 24 horas de duracién, la




- 459 -

proliferacicn relativa comienza a frenarse conforme se incrementa
la concentracion celular.

§o obstante, esto no supone que las células NIH 313 T no esteén
sometidas al efecto “feeder® del que hablabamos antes, y esto puede
apreciarse me;or en las graficas 57 y 53, donde se representan los
valores de la pendiente de la recta que Une los puntos
correspondientes a las cifras de proliferacion absoluta
(incorporacion de “H-Timidina exprezada en DPM) tras 24 y 48 horas
de cultivo (grafica 57) y tras 48 y 72 horas de cultivo (grafica
58), para cada concentracion inicial de células.

En general, el aumento del valor de la pendiente, conforme se
incrementa la concentracien celular, puede deberse al efecto
»feeder*, y podemos comprobar gue dicho efecto es superior para las
células NIH 313 T, tanto entre 24 y 48 como entre 48 y 72 horas de
cultivo, lo cual esta de acuerdo com ¢ ritmo de proliferacién
mucho mas alto que el de las células NIE 3T? [. Esto puede ser

menos en parte, a la secrecion de factores

autocrinos por parte c. células tumorales, 1os

estimulan su proliferacion (MASSAGUE, 1984). Ademas, COmO

visto antes, estas células son menos sensibles al efecto
inhinidor de los CPIF sobre la proliferacién de las mismas.

En cuanto al descenso del valor de la pendiente, tanto en un

tipo como em otro de células, se debe a mecanismos que inhiben la

proliferacion celular.

Segun VIESER ¥ OESCH (1986), el crecimien’c de ceélulas
normales "in vitro® es regulado por um control altamente efectivo
que determina o] cese de 1la proliferacien cuando se alcanza una
densidad celular y unas condiciones celulares determinadas. Esta
regulacisn puede deberse a la intervencion de tres mecanismos
diferentes:

- a) Inhibicién del crecimiento debido a la depleccién Ge
autrientes en el medio de cultivo, condicién equivalente a la

acidosiz de dicho medio.
- b) Acumulacién de moléculas iphibideras en el medio de

cultivo, secretadas por las propias células.
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- ¢; Inhibicioen del crecimiento par interdacciones
intercelulares especificas (inbibicién del crecimiento dependiente
del contacto).

S! observames la grafice 57, podemos comprobar que a partir de
la concentracién celular inicial de 200000 cel/ml hay un descenso
brusco del valor de lz pendiente entre 24 y 48 horas de cultive,
para ambos tipos celulares (NIH 3T3 1 y NIH 3T3 T), y este
descenso, aunque es poco probable, puede deberse, al menos en
parte, al agotamiento de nutrientes o acidosis del medio de
cultive. Hay que temer en cuenta, que en el caso de presentarse
esta posible acidosis, lo haria a concentraciones iniciales mas
altas en las células NIH 3T3 1 con respecto a las NIH 373 T, ya que
el ritmo de proliferacién de estas iltimas es superior y, por
tanto, es 16 ico que agoten antes los nutrientes del medio.

Bo obstante, esta inhibicién, como deciamos antes, es puco
probable que se deba a la acldosis del medio, ya que experiencias
realizadas en nuestro laberatorio conm recambio del medio de cultivo
cada 24 horas, han puesto de manifiesto que las células se siguen
inhibiendo y, por tanto, parece légico pensar que dicha inhibicién
se deba a otro mecanismo.

Ademas, i observamos de nuevo la grafica 57, podemos
comprcbar que entre las concentracione: celulares de 100000 y

200000 cel/ml el wvalor de

3T3 1. Este descenso de la pendiente no puede atribuirse a la
acidosis del medio, ya que las celulas ¥IH 23T3 T, las cuales
proliferan mucho mas que las NIE 3T3 1, agotarian antes los
nutrientes del medio, para una misma concentracion celular inicial,
y, por tanto, el valor de la pendiente deberia ser descendente
también para las células FIH 3T3 T en el intervalo correspondiente

a dichas concentraciones celulares iniciales. Sin embargo, esto no

es asi y, por tanto, hay gque pensar que las células N¥IH 3713 1 se

encuentran sometidas a la actuacien de otros mecanismos inhibidores
distintos a la acidosis del medio, que pueden ser factores
inhibidores secretados o la inhibicisn por contacto, como ya se ha

definido en este tipo de células.




Por otra parte, si observamos las graficas de proliferacien
relativa (graficas 46, 47 y 48), podemos comprobar que dicha
proliferacion, en generai, comienza a descender para
concentraciones celulares muy bajas, tanto para células NIH 313 1
como para NIH 3T3 T, por lo que parece ser que ambos tipos
celulares pueden estar sometidos a la actuacion de dichos
mecanismos inhibidores, y no sélo las células NIH 313 1.

Si observamos las graficas 43 y 44, correspondientes a la
proliferacisn absoluta de las células NIH 373 I tras 24 y 48 horas
de cultivo, y las graficas 46 y 47, correspondientes a la

relativa de las mismas células tras los mismos
s cyltivo, podemos comprobar lo siguiente.

En 24 horas, para la concentracisn celular de 400000 cel/ml,
no hay pico de proliferacién relativa, mientras que en 48 Roras,
para la concentraclén celular de 20000 cel/ml, si hay pico de
proliferacion relativa.

Asimismo, a1 nomero de células proliferantes o la
proliferacién abscluta (equivalente a la captacién de “H-Timidina)

s superior a las 24 horas de cultivo para la ccnceniracién de
00000 cel/ml (180127 DFM) gque a las 48 horas para la concentracién
20000 cel/ml (48624). Probablemente, en el primer caso, la
idad ~elular sea mayor que en el segundo caso, ya Qqueé el nimero
celulas proliferantes es también superior. Sin embargo, a 1a
concentracién celular de 400000 cel/ml, tras 24 horas de cultive,
no hay pico de proliferacion relativa, mientras que a 20000 cel/ml,
tras 48 horas de cultivo, aunque la densidad celular probablemente
cea menor, si lo bay, lo cual nos hace suponer que la inhibiciénm, a
estas bajas concentraciones O s primerosz estadios de 1la
proliferacién de estas células, no se debe al contacto célula-
~élula, =i .7, probablemente, a la =ecrecisn de factores inhibidores
por parte de las mismas, cuando alcanzan una determinada tasa de
proliferacion.

Por otra parte, el hecho de que para concentraciones de

células NIH 373 T muy bajas, de 20000 cel/ml, *ras 48 y 7z boras de

cultivo, 1a proliferacien relativa alcance también un pico

(graficas 47 y 48), nos hace pensar que el descenso en las ciiras




de dicha proliferacion, conforme aumenta la concentracién de estas
células, tampoco se debe al contacto eatre las mismas, sino a la
secrecion de factores inhibidores. Ademds, otros autores (BORDES y
cols., 1988) y esta misma Tesis, han demostrado que las ceélulas
tumorales pueden secretar factores que inhiben su proliferacion, 1o
cual estaria de & uerdo con estos resultados.

Si observamos de nuevo ias graficas de proliferacion absoluta
y proliferacien relativa para las células NIB 313 1, tras 48 horas
de cultivo (grafica 44 y grafica 47), se puede ver que aungue la
proliferaci¢n relativa comienza a descender para una concentracion
inteial de 20000 cel/ml, la proliferacién absoluta sigue aumentando
conforme se incrementa la concentracion celular, y es a partir de
100000 cel/ml cuando comienza a disminuir.

Ademas, en la grafica 57 se puede observar Qque este pico de
descenso de la proliferacién absoluta a partir de 100000 cel/ml,
coincide con el descenso del valor de la pendiexte a partir de esa
misma concentracién celular inicial.

Por tanto, parece ser que aunque las células NIH 373 1
comienzan a inhibirse pronto {(descenso en la cifra de proliferacién
relativa), después presentan un fenémenc inihibitoric adicional, de
tal forma que alcanzan una inhibicién muchu mas intensa, la cual
hass disminoir las cifras de proliferacicn abspluta para
concentraciones celulares iniciales superiores. Fu que este
segundo mecanismo adicional entra en juego 2 concentraciones
celulares superiores al primero (descenso e€n la proliferacion
relativa), parece ser Qque requiere para su actuacién una densidad
celular alta y, por tanto, es légico pensar que podria tratarse de

la inhibicién prr contacto.

No podemos atribuir este fenomeno inhibidor a la acidosis 0O

agotamiento de nutrientes en el medio, ya que, <CmO hemos visto

antes, dicha acidosis es poco probable que Se presente en las

células NIH 313 I, y en todo caso, lo haria para concentraciones

celulares iniciales mucho mas altas a 100000 cel/ml.

Por otra parte, si atribuimos ol descenso de la proliferacién

relativa en estas células a la secrecion de factores inhibidores

por parte de las mismas, conforme aumenta la inhibicién de su
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proliferacién, deberia disminuir la secracién de estos factores por

un mecanismo "feed-back", y. por tanto, las céluias dejarian de

inbibirse. Sin embargo, las celulas no dejan de inhibirse, sino que
incluso presentan una inhibicién de su proliferacién mucho més
brusca (descenso de la (roliferacién absoluta), 1la cual,
probablemente, se deba a un mecanismo adicional que, como hemos
dicho antes, podria ser la inhibicién por contacto.

En el caso de las células NIH 3T3 T, las cifras de
proliferacién absoluta no disminuyen al aumentar la concentraclén
celular inicial, excepto para concentraciones celulares muy altas
tras 72 horas de cultivo (grafica 45), y en principio, lo mhs
logico es que dicho fencmeno se deba al agotamisnto de nutrienmtas,
aunque puede deberse tambiZn a una inhibicién por contacto residual
o deteriorada.

lLa posibilidad de que estas celulas cxcreten factores
autocrinos que estimulen su crecimiento, junto con que tengan la
fnhibi~ién por contacto deteriorada, les permitiria preoliferar
mucho mas que las células NIH 3T3 I, las cuales tiemen un ritmo de

proliferaciéon mucho mas bajo.

pada la complejidad ce los resultados anteriores, podemos
recumir la discusién de los mismos en los siguientes puntos:

- 1) La inhibicién de las células tumorales esta deteriorada
con respecto a las células normales.

Esto se puede cruprobar en las graficas 44 y 45, en las
cuales, se aprecia que las cifras de proliferacion absoluta, tras
48 vy tras 72 horas de cultivo, comienzan a descender a

concentraciones iniciales inferiores para las células NIH 373 I con

respecto a las NIH 313 1.

Asimismo, en la grafica 57 se puede apreciar que el pico de la
pendiente ce proliferacién absoluta entre 24 y 48 horas de cultivo
aparece también a concentraciones iniciales inferiores para las

célulaz NIH 3T3 I con respecto a las ¥IH 373 T.
- 2) La inhibicién de la proliferacion celulzr, al menas a

concentraciones iniciales O muy elevadas, no se debe a acidosis o

agotamiento de nutrientes en el medio de cultivo.
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Esto se puede apreciar también en la grafica 57, ya que en el
intervalo existente entre las concentraciones iniclales de 100000 y
200000 cel/ml, para las celulas NIH 373 || la pendiente es
descendente, mientras que para las células §IBE 373 T, las cuales
tienmen un ritmo superior de crecimiento y, por tanto, agotarian
antes los nutrientes del medio, dicha pendiente es ascendente.

- 3) E! hecho de que la proliferacién relativa comience a
disminuir a concentraciones iniciales muy bajas, para ambos tipos
de células (grafica 47), sugiere que dicho descenso no es
atribuible a Ja inhibicién por contacto, sino a la liberacién de
factores inhibidores  solubdles por las propias  células
proliferantes.

- 4) El progresivo descenso de la proliferacion relativa de
las células NIH 373 I, conforme se incrementa la concentracién
celular inicial (grafica 47), hasta 1llegar a afectar a la
proliferacién absoluta, la <cual copienza a dismipuir a una
concentracisn inicial superior (graiica 44), parece indicar la
presencia de un mecanismo adicional de inhibicién, el cual aparece
cuando las células se encuertran a una densidad elevada y, por
tanto, activado por el contacto célula-célula '{1nhib1c16n por

contacto).

Finalmente, decidimos comparar la proliferaciéa de células
normales hematopoyéticas, como les de médula ésea de ratéon, con la
proliferacion de celulas NIH 373 I, ambas cultivadas durante 24
horas, ya que las células de médula ésea no estan adaptadas al
cultivo continuado.

tunque en nuestros resultados las células NIH 373 1, no se
iphibian tras 24 horas de cultivo (tablas y graficas 43 y 46), en
otras experiencias realizadas com distinto suero fetal de termera,
en las cuales el ritmo de crecimiento alcanzado por dichas células
era superior, pudimos comprobar que si se inhibian, incluso en un

-iempo de cultivo muy corto (24 horas) (tabla 59 y graficas 59 Ay

B). Esto, probablemente, Se deberia 2 que al ser el suero fetal mAS

rico, las células proliferarian mis y, por tanto, también se

inhibirian antes.




Sin embargo, para las células de médula osea (tabla 60 y
grafica 60 A) la proliferaciéon absoluta se incrementaba conforme
aumentaba la concentracien celular 1inicial del cultivo, aun a
concentracioanes celulares muy altas (3000000 cel/ml), lo cual nos
hace pensar que estas células no se inhiben por contacto.

En cuanto a la proliferacion relativa (tabla 60 y grafica 00
B), podemos observar que para las concentraciomes mAs bajas
presenta un ritmo ascendente, quizas debido a un efecto "feeder", y
luego se estabiliza a partir de 250000 cel/ml, y aiun a
concentraciones muy altas, no parece dismipuir. Asimismo, no se
observan las variaciones tan bruscas de dicha proliferacién
relativa que ocurrian en las celulas BIH 313 1.

Por tanto, parece ser que la proliferacion de células de
médula o6sea no estad influenciada, de forma intensa, por la
actuacion de mecanismos de inhibicién por contacto, caracteristicos

de las células fibroblasticas N1H 3T2 1.

INHIBICION DE LAS CELULAS NIH 373 POR

LOS FACTORES LIFIDICOS INHIBIDORES DE

LA PROLIFERACION CELVULAR

interiormente, al estudiar la actividad inhibidora de la
proliferacisn de células tumorales (P815X2) por parte de distintos
extractos pidicos hemoz comentado gque el oumento de ia
concentracisn celular, manteniendo constante la conceatracien de
extracto lipidico en el cultivo, determina una dismipucién de la
actividad inhibidora de dicho extracto.

Estos resultados, que parecen légicos y evidentes, tambien se
cumplen en el caso de células hematopoyéticas, cCORO las de médula
bsea de ratén (tabla y gratfica 70), ya que, al igual que pcurria
con las células P815X2, la acciénm inuibidora del AFLE disminuia
conforme aumentaba la concentracién inicial de células en cultivo,
es decir, conforme anzentaba la proporcién de células

correspondientes a cada ug de exiracto lipidico.

Sin embargo, al estudiar ezta experiencia en las células NIH

3T3 1 encontramos que ocurria el fenomeno inverso. Efectivamente,

pudimus observar que la inhibicien del AFLE sobre la proliferacion
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de dichas células era mayor conforme se incrementaba 1la
concentracisn celular del cuitivo, llegando a ser maxima a una
concentracién de 200000 cel/ml, en la cual, se alcanza la
confluencia celular {(tablas y graficas 61, 62, 63 y 64). Parece ser
que estos factores inhibidores solubles tienen poca actividad sobre
eztaz celulas cuando se encuentran a baja densidad, aumentando
progresivamente dicha actividad conforme se incrementa 1la
confluencia celular y ejerciendo, por tanto, un efecto inhibidor
sinérgico con el mecanismo de inhibicién por contacto.

E=ta idea se observa mejor en la tabla y grafica 65, donde
podemos comprobar que el valor de Cso aumenta conforme se
incremerta la concentracion celular, es decir, que el numero de
células inhibidas por una misma cantidad de AFLE se incrementa
conforme aumenta la concentracién inicial de éstas. Con el valor de
ls ocurre el fenomeno inverso, es decir, que la cantidad de
extractc necesaria para inhibir un percentaje similar de células
disminuye conforme se incrementa la concentracién inicial de las
nicsmas.

51 comparamos la accién inhibidora del extracto lipidico de
liquido amniotico (AFLE) sobre 1la proliferacién de células
hematopoyéticas (meédula osea de ratén) y de células fibroblasticas
(NIH 373 1), podemos deducir lo siguiente.

para las células hematopayéticas 21 contacto no influye sobre
diicha accién inhibidora, por lo que los factores solubles parecen
cer mas eficientes como mecanismo inhibidor.

En cambio, en el caso de las celulas fibroblasticas, el
contacto facilita la actuacion de factores solubles, potenciandose
la accisen inhibidora. Esto parece confirmar la idea que apuntabamos
antericrmente de gque, prmbablemente, er, este tipo de células actuen
dos mecanismos de inhibicién de 1la proliferacién de las mismas:
factores solubles e inhibicion por contacto.

Por otra parte, el Lecho de que las celulas hematopoyéticas

cean moviles, dificuita el contacto mantenido entre las mismas y €S

logico, por tanto, que se inhiban por factores solubles.
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Sin embargo, las células fibroblasticas son estAticas y suelen
estar proximas, por lo que el contacto entre una y otra debe ser

mas eficiente como mecanismo inhibidor.

A pesar de gque, como hemos visto antes, la accién inhibidora
del AFLE scsobre la proliferacion de células NIH 373 I se
incrementaba conforme aumentaba la concentracion celular inicial
del cultivo, en experiencias con concentraciones celulares muy
altas (800 cel/pg) (tabla €8 A y grafica 68), pudimos observar que
dicho efectc inhikider disminuia considerablemente. Esto podria
deberse a que, a estas concentraciones tan altas, las células ya se
encuentran inhibidas, ©o a que la proporcién de células
correspondientes a cada ug de extracto presente en el cultivo es

muy alta.

Para comprobar mejor ia influencia de la concentracién celular
en la actuacien de los CPIF sobre células normales y sobre células
tumorales, decidimos comparar el efecto del extracto lipidico de
liquido ammniético (AFLE) =obre la proliferacién de dos células de
la micma estirpe (NIH 373 1 y NIH 3T3 T) ({(tablas 68 A y 68 B, ¥y
grafica 68).

En esta grafica podemos observar tres zonas distintas: una

densidad celular muy alta (alrededor de 800 cel/pg), otra
celular alta (alrededor de 400 cel/ug) y otra de
densidad celular paja (inferior a 400 cel/ug).

En la primera zona, en la cual las células se encuentran muy
inhibidas tras 72 horas de cultivo, el efecto inhibidor del
extracto era muy bajo, tanto para las células NIH 373 1 (tabla 68 A
y grafica 68), como hemos -omentado anteriormente, como para las
cblulas NIH 373 T (tabla 68 B y grafica 68).

Sin embargo, paradojicamente, en las otras dos zonas el
comportamiento del AFLE con los dos tipos celulares era diferente,
Asi, =n la zona de densidad celular alta, el efecto inhibidor del
AFLE era muy alto para las células NIE 3T3 ! y bajo para las

células NIH 3T3 ., mientras que en la zona de demsidad celular

baja, dicho efecto inhibidor era bajo para las células NIH 373 1 vy
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muy alto para las células NIE 3T3 T. Este diferente comportamiento
del AFLE con las celulas NIH 3T3 7, respecto a las NIH 313 I,
podria deberse a dos poaibilidadei.

La primera de ellas, seria que las células NIH 373 T, al pasar
a suspensien en el medio de cultivo, se comportan como
hematopoyéticas, ya que el perfil de inhibicién del AFLE es similar
al mostrado por estas altimas,

Pero también, existia la posibilidad de que las células NIH
373 T, por tener un ritmo de proliferacién muy alto, alcanzaran la
confluencia a concentraciones muy bdajas, incluso de 40 cel/pg, ¥y
por tanto, al encontrarse ya inhibidas, la accién del extracto
fuese descendente conforme se incrementaba la concentracién celular
inicial del cultivo, pero para concentraciones celulares inferiores
a 40 cel/pg la acciéen inhibidora del extracto podria aumentar de
forma paralela a dicha concentracion. Segun esto, el perfil de
actuacison del AFLE sobre este tipo de células seria similar al
mostrado con las células NIH 313 I, pero desplazado a la izquierda
en la grafica.

Para excluir una de estas dos posibilidades, hicimos una
experiencia similar, pero utilizando concentraciones celulares
inferiores a 40 cel/ug {(tabla y gréafica 62), con obieto de evitar
una posible rapida confluencia en las células NIE 3713 T.

Pudimos comprobar que, a estas bajas concentraciones, la
actuacison del AFLE mostraba un perfil similar al mostrado con
células hematopoyeéticas y con altas concentraciones de las propiés
células RIH 373 T. La acclon inhibidora de dicho extracto era muy
alta, descendiendo levemente conforme aumentaba la concentracioén
celular, . decir, conforme aumentaba la proporcién de células
caorrespcndientes a cada p . extracto presente er el cultivo.

Fsto confirmaba que la accion inhibidora del extracto
disminuia conforme se incrementaba la concentracien inicial de

~altilaes BIH 3713 1, ¥y esto gstaba de acuerdo con los resultados

obtenidos para otras ceélulas tumorales, las P81512. Para este tipo

de células la acclién {ahibidora, no s6lo del AFLE sino de otros

: : L o1 R i jicminuia conforme
e.tractos como el EMLE, SLZMLE ¥y HSLE, también disminu

: 1 ~ 4 ~& 1
ze incrementaba l1a concentracion c# ar inicial de dichas células.




parece ser qua las ceiulas NIH 373 T se comportan

similar a las células hematopoyeticas, o al menos, como

crecen en suspensidon, sieudo sensibles a la actuacisn

ores solubles sobre las mismas. Esto explicaria el descensn

usco de la proliferacion reiativa a balas concentraciones

iniclales que presentan estas células (tabla y grafica 47),

probablemente, debido a la liberacién por ellas mismas de estos

factores inhibidores. Al mismo tiempo, sugiere que tienen el
mecaniemo de inhibicién por contacto deteriorado.

Puede resultar paradojico el he-ho de que una célula que es
mas csensible a factores inhibidores sclubles, tenga un ritmo de
crecimiento mas alto. Sin embargo, 25to puede deberse a 1la
secrecion de factores autocrinos por activacién de oncogenes, los
cuales, probablemente, sobrepasan el efecto inhibidor de 1los
factores solubles., Asimismo, puede deberse a que, como deciamos
antes, estas células parecen tener deteriorada la inhibicién por

contacto.

En camblo, para lo6s fibroblastos NIH 3T3 I, la confluencia

facilita la actuacién de dichos factores solubles. Es

parece ser que estas células, al hacerse confluentes,

ctivan receptores en sus membranas que permiten la actuacién de

inhibidores solubles, mientras que previamente a la

eituacién de confluencia, nn exponen estos receptores, siendo menor
la inhibicién debida a la actuaciéon de dichos factores.

Si tenemos en cuenta que la accién inhibidora del extracto
lipidico de liquido amniotico (AFLE) puede ser atribuida, al menos
en parte, a la acciéen de los gangliosidos, como veiamos
anteriormente, nuestros resultados estan de . cuerdo con 1os
cbtenidos por RITTER y cols. (1986).

Estos autores han encontrado una concentracion incrementada de
glicoesfingolipidos en la membrana celular de fibroblastos
confluentes en cultivo, al comienzo del contacto intercelular. Este
incremento de glicoesfingolipidos no se observaba cuando ias
células eran transformadas, pero estas celules se podian iphibir,

de forma similar a los fibroblastns, cuando se afiadian a' cultivo




soncentracione 1e ganglidsidos equival

las membranas de luc fibroblastos confluentes.

Por tanto, ©podemos concluir afirmando que los {factores
inhibidores resentes en nuestro extracto lipidico de 1liguide
amniotico (AFLE) pueden actuar como factores solubles sobre células
que pueden crecer er suspension (células I-matopoyeticas y células

tumorales). Pero aparte de esto, dichos lipidos pusden intervenir y

potenciar los mecanismos de inhiticioén por contacto,

caracteristicos de s células fibroblasticas como las NIH 37T3.
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1.~ El liquido amniotico humano contiene un conjunto de lipidos cor

capacidad de inhibir la proliferacion celular. Estos lipidos tienen
ademds actividad inmunorreguladora, por lo que podrian intervenmir
en el fenomeno de tolerancia materno-fetal que se preseata en el

embarazo.

2.- El efecto de estos lipidos sobre la proliferacién celular es:
- a) Citostatico y no citotéxico.
- b) Reversible,
- ¢) Inespecifico, ya que actia sobre células de distinta

estirpe y de distinta especle.

3.- Parte de estos lipidos inhibidores coinciden con los CPIF,
detectados previamente en un linfoma T de ratén, y podrian
corresponder a gangliésidos. El resto no coinciden con los CPIF, y

podrian corresponder a acidos Srasos.

4.- Estos lipidos parecen ser factores ubicuos, detectandose en

células y fluidos de distinta naturaleza.

5.- Las células tumorales se inhiben menos intensamente por estos

lipidos que las células normales.

6.- Las células fibroblasticas normales presentan dos mecanismos de

inhibicién de su proliferacion:
- a) Factores solubles, entre 1los que se incluirian los

lipidos detectados por nosotros.
- b) Inhibicién por contacto.
Ambos mecanismos de inhibicién tiemen un efecto sinérgico

sobre estas células.

7 - Las células fibroblasticas normales son menos sensibles que las

células hematopoyéticas a la inhibicién de su proliferacién por

factores lipidicos solubles.




B.- Las células fibroblasticas transformadas se comportan como

células hematopoyéticas, siendo sensibles a 1la actuacién de

factores lipidicos solubles y poco sensibles al mecanismo de
inhibicion por contacto.

9.- Los factores lipidicos inhibidores de la proliferacién celular
actoan coordinadamente, aunque de forma opuesta, con los factores
estimuladores de la misma. La regulacién del crecimiento celular es
probablemente el resultado de un equilibrio dinAmico entre ambos
tipos de factores, lo cual sustentaria la teoria del "Yin y Yang"

sobre este proceso.
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