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 El melanoma es en la actualidad un importante problema sanitario por dos 

razones principales. En primer lugar, por ser uno de los tumores que ha experimentado 

un mayor incremento en su incidencia en las últimas décadas, lo cual adquiere especial 

relevancia dado el aumento del diagnóstico de esta patología en adultos jóvenes. En 

segundo lugar, por ser uno de los tumores más agresivos cuando la enfermedad se ha 

diseminado a distancia (melanoma metastático), con una media de supervivencia de sólo 

6 meses. 

  

Los dos únicos fármacos aprobados por la Food and Drug Adiministration 

(FDA) para el tratamiento de los pacientes con enfermedad diseminada (estadio IV) son 

el agente alquilante dacarbazina (DTIC; aprobado en 1979) y el agente estimulador de 

la respuesta inmune celular interleucina 2 (IL-2; aprobado en 1998). Ambos agentes 

antitumorales producen una tasa media de respuestas globales del 15-25%, siendo 

dichas respuestas en el 1-2% con DTIC, y del 4-7% con dosis altas de IL-2. Sin 

embargo, ésta última da lugar a una toxicidad severa que puede llegar incluso a 

ocasionar la muerte en el 1-2% de los pacientes, con el agravante de no existir 

diferencias significativas en la media de supervivencia de los pacientes sometidos a uno 

u otro tratamiento −5 a 10 meses−. 

 

 Todas las aproximaciones terapéuticas para la mejora de la respuesta antitumoral 

se han fundamentado en la adición de otras drogas antitumorales bien a la DTIC 

(tratamientos poliquimioterápicos, en particular con cisplatino, vinblastina y 

tamoxifeno), bien a la IL-2 (combinaciones inmunoterápicas, sobre todo con interferón 

alfa, IFN-α). Si bien dichas combinaciones terapéuticas consiguen incrementar la tasa 

de repuestas globales hasta el 20-40%, no producen ninguna mejoría en la 

supervivencia, aumentando, sin embargo, notablemente la toxicidad. Con la finalidad de 

sumar los diferentes mecanismos de actuación antitumoral de la quimioterapia y de la 

inmunoterapia (quimio-inmunoterapia, también denominada bioquimioterapia), desde 

los años 90 hasta la actualidad, se han llevado a cabo múltiples ensayos clínicos, 

centrados en la combinación DTIC e IL-2 solos y conjunción con otros agentes 

citostáticos e IFN-α, en la búsqueda de un nuevo estándar terapéutico para el melanoma 

metastático.  
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A pesar de las grandes expectativas iniciales auguradas por una gran diversidad 

de dichos ensayos clínicos, basadas en un aumento significativo en el número de 

respuestas globales (hasta el 62%), estudios randomizados recientes concluyen que la 

bioquimioterapia con IL-2 no puede ser considerado como estándar de tratamiento, dado 

que no produce ninguna ventaja estadística en términos de supervivencia y sí, en 

cambio, un aumento significativo en la incidencia de efectos secundarios severos. Aún 

más, no sólo no produce ningún beneficio terapéutico, sino que existen estudios 

señalando una tendencia a disminuir la supervivencia mediante la adición de IL-2 al 

tratamiento quimioterápico. Todo esto ha cuestionado la utilización de la IL-2 como 

agente terapéutico en el tratamiento del melanoma metastático. 

 

En este sentido, diferentes estudios publicados desde 1992 han señalado el 

efecto dual de la IL-2, estimulando, simultáneamente, a las células del sistema inmune y 

a las propias células del melanoma. Se ha demostrado, asimismo, que tanto el efecto 

protumoral como el propio estímulo linfocitario están precedidos por un aumento de los 

niveles intracelulares de glutatión reducido (GSH). 

 

El GSH es un tripéptido tiol que resulta fundamental para la existencia de un 

adecuado estado redox intracelular y, por tal motivo, participa en múltiples funciones 

biológicas fundamentales, entre las que se incluyen, la actividad de diferentes citocinas, 

la actividad enzimática, la síntesis del ADN, proliferación celular, procesos de 

detoxificación de metabolitos activos del oxígeno y diferentes xenobióticos, y en el caso 

particular de los melanocitos, en la síntesis de melanina. Esto hace del GSH una 

sustancia biológica esencial en el particular metabolismo del melanoma. De hecho, se 

ha observado que las células del melanoma presentan niveles elevados de GSH, lo que 

les permite aumentar su capacidad tumorigénica y presentar fenómenos de 

drogorresistencia. Por el contrario, la reducción farmacológica del contenido 

intracelular de GSH en estas células tumorales aumenta significativamente su 

sensibilidad a los agentes alquilantes. 
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Teniendo en cuenta que la IL-2 es una molécula clave de la respuesta inmune 

antitumoral, la potencialidad terapéutica de esta citocina no debiera ser rechazada, sino, 

por el contrario, podría verse incrementada considerablemente si su actividad biológica 

se realizara de forma selectiva sobre las células del sistema inmune, anulando 

simultáneamente su efecto protumoral. Dada la importancia de los niveles de GSH en la 

actividad de las citocinas, es lógico considerar que dicho efecto selectivo podría ser 

obtenido previa biomodulación farmacológica, también selectiva, de los niveles de 

GSH. 

 

Por otro lado, conocida la implicación de dicho tripéptido en los procesos de 

detoxificación celular, una biomodulación selectiva de los niveles de GSH como 

estrategia terapéutica, cuyo objetivo sería disminuir su contenido en las células del 

melanoma −incrementando así su sensibilidad a los agentes antitumorales−, y 

aumentarlo simultáneamente en las células inmunes y otras células sanas 

−protegiéndolas contra la toxicidad inducida por la quimioterapia−, permitiría llevar a 

cabo una intensificación de la dosis de quimioterapia. 

 

Ambos efectos derivados de la biomodulación selectiva de los niveles 

intracelulares de GSH, la reversión del efecto protumoral de la IL-2 y la intensificación 

de dosis quimioterápica, permitirían en última instancia obtener un beneficio terapéutico 

del tan ansiado tratamiento bioquimioterápico del melanoma metastático. 

 

Este es el objetivo fundamental de este estudio de investigación básica, que 

pretende tenga su extrapolación clínica en un futuro próximo, para beneficio de los 

pacientes con melanoma metastático, que les permita aumentar su supervivencia. Este 

sería nuestro mayor deseo. 
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II. 1. EPIDEMIOLOGÍA, ETIOLOGÍA Y EVOLUCIÓN DEL 

MELANOMA MALIGNO 

 

El melanoma maligno es una de las neoplasias más agresivas existentes en la 

actualidad. De hecho, desde que John Hunter describiera en 1787 el primer caso de 

metástasis en los nódulos linfáticos de un paciente varón de 35 años (International 

Academy of Patology News, 2002), el melanoma sigue siendo el mayor desafío de las 

neoplasias cutáneas, particularmente el tratamiento del melanoma metastático (Curiel-

Lewandrowski, 2000). 

 

El melanoma maligno es uno de los cánceres cuya incidencia se ha incrementado 

de forma más importante en las tres últimas décadas en los diferentes países del mundo. 

Así, por ejemplo, en Estados Unidos la incidencia se incrementa un 4-6% anualmente 

(Hall, 2003), siendo una causa importante de mortalidad en este país (tasa de mortalidad 

de 2.7 por 100.000 habitantes; Tabla 1). Por otro lado, en Europa se diagnostican cada 

año alrededor de 60.000 nuevos casos de melanoma maligno, representando el 1% de 

todos los cánceres (Ferlay, 2001). En el caso de España, en los últimos treinta años se 

ha producido un incremento anual medio en la incidencia del 5%. Según los datos 

referentes al año 2002, la incidencia fue algo superior en las mujeres (8.6 por 100.000 

habitantes) que en los hombres (7.5 por 100.000 habitantes), si bien este efecto se 

invierte en el caso de la tasa de mortalidad, que fue del 1.6 y 2.0 por 100.000 habitantes, 

respectivamente, produciéndose en dicho año un total de 709 fallecimientos 

(International Association of Cancer Registries, 2002). 

 

La etiología del melanoma maligno es multifacética y compleja. Ciertos factores 

fenotípicos parecen estar asociados con una mayor susceptibilidad individual a padecer 

un melanoma, como son las personas de pelo rubio y tez clara. Por otro lado, los 

individuos con un historial de múltiples episodios de quemaduras solares durante la 

infancia o que presentan un gran número de nevus comunes o nevus displásicos, poseen 

un mayor riesgo de desarrollar melanoma maligno (Briollais, 2000; Thompson, 2005). 
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Tabla 1. Tasa de mortalidad (número de defunciones/100.000 habitantes) por 

melanoma en algunos países del mundo. Datos pertenecientes al año 2002 obtenidos de 

la International Association of Cancer Registries, IACR.  

 

País Mujeres Hombres 

Estados Unidos 2.0 3.4 

Canadá 1.8 2.9 

México 0.4 0.5 

Cuba 0.5 0.7 

Argentina 0.7 1.2 

Chile 0.9 1.0 

Brasil 0.6 0.8 

Nicaragua 0.3 0.2 

Kenia 0.7 0.3 

Angola 1.0 0.9 

Marruecos 0.3 0.2 

Sudáfrica 1.9 2.0 

China  0.1 0.1 

Japón 0.3 0.4 

Israel 1.9 2.5 

Australia 3.9 7.0 

Nueva Zelanda 5.1 8.1 

Dinamarca 3.6 4.9 

Suecia 3.0 5.1 

Inglaterra 2.7 3.0 

Italia 2.2 2.7 

Portugal 1.5 1.7 

España 1.6 2.0 
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De acuerdo con los datos publicados, existe una relación evidente entre el riesgo 

de padecer un melanoma y la exposición al sol. De hecho, el hábito actual a una 

exposición intensa e intermitente a la luz solar, ha dado lugar a la circunstancia de que 

el diagnóstico del melanoma se produzca en pacientes con una media de edad 

relativamente menor –alrededor de 40 años– con respecto de otras neoplasias malignas 

(Beitner, 2001; Masci, 2002). En este sentido, la luz solar podría actuar como un 

promotor de las lesiones melanocíticas preexistentes genéticamente transmitidas como 

los nevus displásicos. Dentro de la luz solar, la radiación ultravioleta (UV; 200-400 nm) 

es considerada el factor exógeno más importante, en particular la radiación UV-B (280-

320 nm; De Fabo, 2004). Los rayos UV pueden provocar numerosos efectos celulares, 

destacando la inhibición de la división celular, inactivación enzimática e inducción de 

mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores (Masci, 2002; Thompson, 

2005).  

 

La evolución del melanoma puede ser imprevisible, variando desde la regresión 

espontánea (Cox, 1994) hasta la rápida progresión a ganglios linfáticos regionales o a 

órganos a distancia (O´Day, 2002). Son numerosos los factores que han sido 

relacionados con el pronóstico del melanoma maligno. Entre dichos factores cabe 

destacar, entre otros, el estadio de la enfermedad, la profundidad de la lesión, la 

presencia de ulceración, el índice mitótico, la localización regional, el volumen tumoral 

y el nivel de la enzima lactato deshidrogenasa en el suero de los pacientes (Manola, 

2000; Balch, 2001). 

 

Entre los factores anteriormente mencionados, el estadio de la enfermedad es el 

factor pronóstico más importante. La supervivencia a los diez años en los estadios 

localizados (estadio 0, I y II) es superior al 80% en la mayoría de los casos. Cuando 

existe afectación ganglionar (estadio III) no suele superar al 40% y cuando hay 

metástasis a distancia (estadio IV) es del 0% (Ordóñez, 2001; Balch, 2001). En este 

sentido, los pacientes con melanoma avanzado presentan una media de supervivencia 

muy pobre, que oscila entre los 3 y 9 meses (O´Day, 2002; Atallah, 2005). 
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El comité de la asociación americana para el sistema de estadios en el melanoma 

cutáneo (American Joint Committee on Cancer Staging System for Cutaneous 

Melanoma, AJCC) otorga también gran importancia a la profundidad (índice de 

Breslow) y a la existencia o no de ulceración. El grado de profundidad se ha relacionado 

de forma directa con la afectación ganglionar y con la probabilidad de metástasis a 

distancia. Es evidente que la posibilidad de ulceración aumenta con la profundidad, sin 

embargo, la mayoría de los análisis reconocen que la ulceración tiene valor pronóstico 

por sí mismo (Buzaid, 1997; Balch, 2001).  

 

En relación al índice mitótico –número de mitosis/mm2–, se ha descrito como 

pronóstico desfavorable cuando dicho índice es mayor a 6 mitosis/mm2 (Johnson, 1995; 

Slominski, 2001).  

 

Finalmente, en lo que se refiere al valor pronóstico de la localización anatómica 

del melanoma, se ha observado que las lesiones localizadas en una extremidad, en la 

cabeza o en el cuello, tiene un valor pronóstico más favorable que las localizadas en el 

tronco (Masback, 2001; Masci, 2002). Por otro lado, en cuanto a la localización 

metastática, son los pacientes afectados con metástasis cerebrales, óseas y hepáticas los 

que poseen una menor esperanza de vida (Atzpodien, 2002). 

 

II. 2. TRATAMIENTO DEL MELANOMA METASTÁTICO 

  

En la actualidad, la única opción terapéutica curativa continúa siendo la 

resección quirúrgica cuando ésta se lleva a cabo en los estadios iniciales. A pesar de que 

hoy en día el diagnóstico de esta patología se realiza en estadios más precoces, la 

diseminación a distancia del melanoma maligno tiene lugar en aproximadamente el 20% 

de los casos, siendo la responsable de que la mortalidad sea significativa y que el 

tratamiento de la enfermedad avanzada constituya una situación clínica no excepcional 

(Massuti, 2001; Buzaid, 2002).  
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Desde hace aproximadamente dos décadas, se están llevando a cabo ensayos 

clínicos en el melanoma metastático para la evaluación de nuevos tratamientos 

sistémicos, quimio e inmunoterápicos, fundamentados en un mejor conocimiento de la 

biología del tumor, así como en potenciar el estímulo de la respuesta del huésped frente 

al mismo (Adrover, 2001). A continuación, se analizan los principales avances 

terapéuticos producidos en los últimos años. 

 

II. 2. 1. QUIMIOTERAPIA  

 

A pesar de la introducción de nuevas alternativas terapéuticas, la quimioterapia 

sigue siendo el tratamiento estándar en la práctica clínica para el melanoma metastático. 

Las drogas que han resultado efectivas en el tratamiento del melanoma son la 

dacarbazina (DTIC), cisplatino (CDDP), derivados de las nitrosoureas (carmustina, 

lomustina y fotemustina), los alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina y 

vindesina), los taxanos (paclitaxel y docetaxel) y la temozolomida. El tratamiento 

monoquimioterápico con estos agentes produce un rango de respuestas que se sitúan 

entre el 10-25%, con menos del 5% de remisiones completas (O'Day, 2002; Queirolo, 

2005; Atallah, 2005).  

 

El agente alquilante DTIC (dimetil-1-triazenoimidazole-4-carboxamida) está 

considerado por la FDA como la droga más activa y el único agente quimioterápico 

realmente reconocido para el tratamiento de esta enfermedad (Serrone, 2000; O'Day, 

2002). La respuesta a este fármaco depende de la localización del tumor, y así, en 

pacientes con melanoma localizado en la piel, tejido subcutáneo y nódulos linfáticos se 

produce un número de respuestas del 25-35%; en el caso de pacientes con metástasis 

pulmonares sólo es del 15%, siendo más baja aún la respuesta en pacientes con 

metástasis cerebrales, medulares y hepáticas –5-10%– (Chowdhury, 1999). Sin 

embargo, la duración de las respuestas producidas por el tratamiento con DTIC es corta 

y sólo en el 1-2% de los pacientes se observa respuestas completas de larga duración, 

con una media de supervivencia de 5-10 meses (Green, 1998; Huncharek, 2001; Tsao, 

2004) [Tabla 2].  
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Por otro lado, el tratamiento con este agente alquilante produce una serie de 

efectos tóxicos, como náuseas, vómitos, diarreas, alopecia, daño hepático y sobre todo 

neutropenia y trombopenia moderadas (Bajetta, 1994; Klimek, 2000; Young, 2001). 

 

 
Tabla 2. Porcentaje de respuestas y supervivencia media en distintos estudios con 

pacientes tratados con DTIC en el melanoma metastático. 

 

Estudio Respuestas (%) Media de supervivencia 
(meses) 

Falkson 1991 20 9.6 

Cocconi 1992 12 7.3 

Thomson 1993 17 7.8 

Falkson 1998 15 9.9 

Chapman 1999 10.2 6.4 

Middleton 2000 12.1 5.7 

 

 

La temozolomida (TMZ) es un nuevo agente alquilante de administración oral, 

desarrollada como alternativa al DTIC (Stevens, 1984). Ambos agentes son convertidos 

en el mismo compuesto activo (monometil triazenoimidazol carboxamida), sin 

embargo, la DTIC precisa ser metabolizada previamente en el hígado, mientras que la 

TMZ es capaz de penetrar en el sistema nervioso central donde se hidroliza 

espontáneamente en dicho metabolito activo (Newlands, 1997; Agarwala, 2000).  

 

Diversos estudios sugieren que la TMZ presenta un amplio espectro de actividad 

antitumoral, y actualmente se está evaluando su eficacia en una gran variedad de 

tumores como gliomas y metástasis cerebrales de diversas neoplasias como las 

producidas por el melanoma, entre otros (Yung, 2001).  
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Entre las ventajas asociadas a esta sustancia, cabe destacar su absorción por vía 

oral y producir una toxicidad moderada consistente en náuseas, vómitos, neutropenia y 

trombocitopenia (Gajewski, 2004). Los estudios comparativos de la eficacia de los 

tratamientos con DTIC y TMZ, han demostrado que este último es tan efectivo como la 

DTIC, produciendo un grado de respuestas similar –15-20%– (Bleehen, 1995; 

Middleton, 2000; O'Day, 2002). Debido a su capacidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica, nuevas estrategias terapéuticas están introduciendo este fármaco en el 

tratamiento del melanoma metastático en combinación con otros agentes que han 

demostrado eficacia para su tratamiento (Agarwala, 2000; de Gast, 2003). 

 

Los intentos de mejorar los limitados resultados de la monoquimioterapia en el 

melanoma diseminado, han determinado la utilización de múltiples ensayos clínicos con 

diferentes esquemas terapéuticos combinando diversos fármacos. Los regímenes 

poliquimioterápicos que no incluyen la DTIC no han supuesto ninguna ventaja desde el 

punto de vista de la respuesta antitumoral sobre la monoquimioterapia. Este es el caso 

del regimen PVB (cisplatino, vinblastina, bleomicina) con el que Luikart y cols. (1984) 

obtuvieron un porcentaje de respuesta (10%) inferior al producido por la DTIC sola 

(14%). 

 

Entre las estrategias poliquimioterápicas que incluyen la DTIC, cabe destacar el 

regimen BOLD (bleomicina, vincristina, lomustina, dacarbazina), el regimen Dartmouth 

o CBDT (cisplatino, carmustina, dacarbazina, tamoxifeno), y el regimen CVD 

(cisplatino, vinblastina, dacarbazina), entre otros, que han demostrado un rango de 

respuestas global entre 4-45% y un rango de supervivencia de 4.5-13 meses [Tabla 3].  

 

En general, según estudios de metaanálisis llevados a cabo sobre ensayos 

randomizados, el tratamiento poliquimioterápico parece estar asociado con un 23% de 

incremento de la respuesta antitumoral en comparación con la monoquimioterapia con 

DTIC, pero no demuestra diferencias significativas en la media de supervivencia 

(Serrone, 2000; Atzpodien, 2002; Atallah, 2005).  

 

 

 



II. Introducción 
 

16 
 
 

 

A esto hay que añadir el hecho del importante incremento de los efectos 

secundarios, sobre todo la toxicidad hematológica, que produce la combinación de 

diferentes drogas, con la consecuente disminución de la calidad de vida de los pacientes 

y el aumento considerable del gasto en atención sanitaria que ello supone (Serrone, 

2000; Huncharek, 2001). 

 

Tabla 3. Porcentaje de respuestas y supervivencia media en distintos estudios con 

pacientes tratados con la combinación BOLD, CBDT y CVD en el melanoma 

metastático. 

 

Estudio Regimen Respuestas 
(%) 

Media de supervivencia 
(meses) 

Young 1985 BOLD 45 10.0 

York 1988 BOLD 22 6.0 

Franco 1989 BOLD 4 4.5 

Stables 1992 BOLD 41 9.5 

Falkson 1998 CBDT 19 8.0 

Chapman 1999 CBDT 18.5 7.7 

Middleton 2000 CBDT 26.4 6.7 

Atzpodien 2002 CBDT 29.9 13.0 

Verschraegen 1988 CVD 24 4.5 

Legha 1989 CVD 40 9.0 

Jungnelius 1998 CVD 31 6.5 

Eton 2002 CVD 25 9.2 

Del Vecchio 2003 CVD 21 12.0 

Atkins 2003 CVD 11.4 8.7 
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II. 2. 2. INMUNOTERAPIA  

 

El melanoma metastático es una de las neoplasias en las que más frecuentemente 

se han ensayado diferentes estrategias inmunoterápicas. La introducción de citocinas     

–interferones, interleucinas y factores estimuladores de colonias–, células citocidas 

activadas por linfocinas (células LAK, del inglés lymphokine-activated killer cells), 

anticuerpos monoclonales y vacunas antitumorales, han abierto nuevas y prometedoras 

posibilidades que podrían utilizarse de forma integrada o en combinación con la 

quimioterapia.  

 

Entre los agentes inmunológicos ensayados, el Interferón-α (IFN-α) y la 

Interleucina-2 (IL-2) son dos de las sustancias biológicas que han mostrado mayor 

actividad contra el melanoma maligno. En general, el efecto antitumoral obtenido del 

tratamiento con estos modificadores de la respuesta biológica es similar a la producida 

por la quimioterapia con DTIC –10-20%– (Legha, 1997; Keilholz, 1998).  

 

Los interferones (IFNs) son un grupo de glucoproteínas descubiertos en 1957 

por Isaacs y Lindenman (1957), que poseen múltiples efectos biológicos antitumorales, 

directos e indirectos (Agarwala, 1996; Jonasch, 2001). Existen 2 grupos principales de 

IFNs, los de tipo I, a los cuales pertenecen las especies α, β y ω, y los IFNs tipo II, cuyo 

representante es el IFN-γ. Los IFN-α y ω están producidos por los leucocitos, el IFN-β 

por los fibroblastos, mientras que el IFN-γ está producido, principalmente por los 

linfocitos T y las células citocidas naturales (NK, del inglés natural killer; el Kassas, 

1996; Oritani, 2001). De los cuatro tipos de IFNs citados, el IFN-α parece presentar un 

mayor espectro inmunomodulador, aumentando el número de células NK, macrófagos y 

linfocitos T citotóxicos, junto con una estimulación en la secreción de otras citocinas. 

Además, posee la propiedad de actuar directamente sobre las propias células tumorales, 

induciendo su diferenciación y disminuyendo su capacidad proliferativa. Por otro lado, 

aumenta la expresión del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés 

mayor histocompatibility complex) y de los antígenos asociados al tumor, lo que permite 

su mejor reconocimiento por el sistema inmune del huésped (Gray, 2002; Kirkwood, 

2002).  
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Debido a estos efectos, la FDA aprobó en 1996 su utilización como tratamiento 

adyuvante del melanoma metastático (Agarwala, 2000; Kirkwood, 2002). 

 

Se han llevado a cabo diferentes estudios con dos especies de IFN-α, IFN-α2a e 

IFN-α2b, que han demostrado similares grados de actividad, con un porcentaje de 

respuesta media del 15% (rango del 8-27%), un tercio de las cuales fueron respuestas 

completas duraderas (Legha 1997; Kirkwood, 2002) [Tabla 4].  

 

Tabla 4. Porcentaje de respuestas de distintos estudios con pacientes tratados con IFN-

α en el melanoma metastático. 

 

Estudio Tipo de Interferón Respuestas (%) 

Hersey 1985 α2a 11 

Kirkwood 1985 α2b 22 

Creagan 1986 α2a 22 

Dorval 1986 α2b 27 

Legha 1987 α2a 8 

Sertoli 1989 α2b 14 

 

 

A pesar de que no existe una clara correlación dosis-respuesta, la dosis y la 

secuencia de administración parecen ser relevantes en el resultado terapéutico del IFN-

α, habiéndose observado un mayor índice de respuestas mediante su administración a 

dosis altas de forma diaria o en días alternos (Agarwala, 1998; Kirkwood, 2000). Por 

otro lado, el tratamiento con este tipo de sustancias no está exento de efectos 

secundarios, como son náuseas, vómitos, diarreas, daño neurológico, hepatopatías, 

leucopenia y trombopenia, entre otros (Jonasch, 2001; Kilbridge, 2001; Kirkwood, 

2002). 
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La IL-2 es una citocina multifuncional producida por las células T colaboradoras 

que poseen efectos pluripotenciales. Identificada en 1976 por Robert C. Gallo (Morgan, 

1976), es la responsable de la inducción a la maduración, diferenciación y actividad 

lítica de las células T. Además, la IL-2 estimula la función de las células NK, induce a 

la actividad LAK, de los monocitos y de los macrófagos, y asimismo, estimula la 

secreción de otras citocinas. Toda esta función crucial de la IL-2 en la respuesta inmune 

antitumoral indujo, igualmente, a su aprobación por la FDA en 1998 como agente 

terapéutico para el melanoma metastático (Atkins, 1999; Tsao, 2004). 

 

Diferentes estudios clínicos han permitido comprobar que la administración, en 

infusión intravenosa continua o en bolus, de dosis altas de IL-2 produce un grado de 

respuesta del 5-22%, observándose respuestas completas duraderas en el 4-7% de los 

pacientes tratados (Rosenberg, 1994; Atkins, 2002) [Tabla 5].  

 

 

Tabla 5. Porcentaje de respuestas de distintos estudios con pacientes tratados con dosis 

altas de IL-2 en el melanoma metastático. 

 

Estudio Administración Respuestas (%) 

Parkinson 1990 bolus iv 22 

Sparano 1993 bolus iv 5 

Rosenberg 1994 bolus iv 17 

Legha 1996 ic 22 

Atkins 1999 bolus iv 16 

Phan 2001 bolus iv 15.5 

 
iv: intravenosa 
ic: infusión continua 
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Sin embargo, este tratamiento da lugar, también, a una elevada toxicidad, 

destacando hipotensión, oliguria/anuria, insuficiencia renal, toxicidad pulmonar, 

cardiaca, del sistema nervioso central, hepática y hematológica (Atkins, 2002; Schwartz, 

2002;  Thompson, 2005).  

 

Con la finalidad de disminuir esta importante toxicidad, diversos autores han 

ensayado otras pautas de administración utilizando dosis menores de IL-2 (Mier, 

2003). Algunos de estos estudios sugieren que el tratamiento continuado con dosis 

bajas de IL-2 es menos efectivo que la administración de dosis altas, pero 

significativamente menos tóxico. Sin embargo, estos datos no pueden considerarse 

como concluyentes y está aún por demostrar la pauta más eficaz (Chowdhury, 1999; 

Eton, 2000). 

 

Con el fin de mejorar el resultado obtenido por el tratamiento con IL-2, se han 

llevado a cabo otros ensayos terapéuticos combinando esta interleucina con otros 

agentes inmunoterápicos. Este es el caso de la administración de IL-2 en conjunción 

con células LAK activadas por IL-2 ex vivo y linfocitos de infiltración tumoral 

cultivados en la presencia de IL-2 (TILs, del inglés tumor-infiltrating lymphocytes). 

Estos ensayos obtuvieron un rango de respuesta entre 12-31%, aunque no 

significativamente superior al tratamiento con IL-2 sola, observándose, además, un 

incremento de los efectos tóxicos (Rosenberg, 1985; Ducther, 1991; Philip, 1997) 

[Tabla 6]. 
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Tabla 6. Porcentaje de respuestas de distintos estudios con pacientes tratados con IL-2 

en el melanoma metastático. 

 

Estudio Regimen Respuestas (%) 

Rosenberg 1985 IL-2 (ic) + LAK 21 

Dutcher 1989 IL-2 (ic) + LAK 19 

Parkinson 1990 IL-2 (ic) + LAK 22 

Dillman 1991 IL-2 (ic) + TIL 12 

Rosenberg 1994 IL-2 (iv) + TIL 31 

Goedegebuure 1995 IL-2 (iv) + TIL 19 

 

ic: infusión continua 
iv: intravenosa 

 

 
 
 
 

Resultados similares se han observado en estudios con la combinación de IL-2 e 

IFN-α. Dicha combinación terapéutica, fundamentada en la existencia de una 

interacción sinérgica o aditiva entre ambos agentes (Legha, 1997; Buzaid, 2000), ha 

dado lugar a datos contradictorios, si bien se ha descrito un rango de respuestas de 10-

33%, que en ningún caso ha demostrado ser significativamente superior al tratamiento 

con IL-2 sola (Keilholz, 1997; Buzaid 2000) [Tabla 7]. 
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Tabla 7. Porcentaje de respuestas de distintos estudios con pacientes tratados con IL-2 

+ IFN-α en el melanoma metastático. 

 

Estudio Tipo de Interferón Administración IL-2 Respuestas (%) 

Rosenberg 1989 α2 bolus iv 33 

Kruit 1991 α2a ic 21 

Taylor 1992 γ bolus iv 14.3 

Sparano 1993 α2a bolus iv 10 

Marincola 1995 α2a bolus iv 23 

Kim 1996 γ bolus iv 10 

Keilholz 1997 α2a bolus iv 18 

Eton 2000 α2a bolus iv 10 

 

iv: intravenosa 
ic: infusión continua 

 

 

 

II. 2. 3. BIOQUIMIOTERAPIA 

 

A principios de la década de los 90, con el fin de incrementar la respuesta al 

tratamiento quimioterápico, se establecieron numerosos protocolos clínicos basados en 

la combinación de agentes quimio e inmunoterápicos (principalmente con IFN-α e IL-

2). Esta combinación terapéutica se fundamenta en dos principios generales, por un 

lado, las drogas citotóxicas y los inmunomoduladores realizan su actividad antitumoral 

mediante mecanismos independientes y, por otro lado, presentan una aparente ausencia 

de resistencia cruzada (Serrone, 2000; Buzaid, 2000). 
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La terapia combinada del IFN-α y DTIC ha demostrado dar lugar a un grado 

bajo de respuesta antitumoral (21-28%), en ningún caso superior al observado con 

DTIC sola. De la misma forma, la adición del IFN-α al tratamiento poliquimioterápico 

(BOLD, CBDT y CVD), si bien produce un mayor grado de respuestas que en el caso 

anterior (26-68%), éstas tampoco han demostrado ser significativamente superior ni en 

el número de respuestas ni en la supervivencia de los pacientes, respecto a la 

combinación quimioterápica (Anderson, 1995; Chowdhury, 1999; Schrader, 2000) 

[Tabla 8]. 

 

 

Tabla 8. Porcentaje de respuestas y supervivencia media de los pacientes tratados con 

IFN-α en combinación con mono y poliquimioterapia en el melanoma metastático. 

 

Estudio Regimen Respuestas 
(%) 

Media de 
supervivencia 

(meses) 

Thomson 1993 DITC + IFN-α2a 21 8.4 

Bajetta 1994 DITC + IFN-α 28 11 

Falkson 1998 DITC + IFN-α2b 21 9.3 

Hahka-Kemppinen 1995 BOLD + IFN-α 68 10.2 

Vuoristo 1996 BOLD + IFN-α2b 25.8 9 

Punt 1997 BOLD + IFN-α2b 27 5 

Bajetta 2001 CVD + IFN-α2a 41.3 NP 

Sertoli 1999 CVD + IFN-α2a + TM 35 11 

Stein 2002 CBDT + IFN-α2b 52 8.7 

 

NP: no publicado 
TM: Tamoxifeno 
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En lo que se refiere al tratamiento quimioinmunoterápico con IL-2, los 

regímenes utilizados en los múltiples estudios llevados a cabo difieren, no sólo en las 

drogas citotóxicas empleadas, sino también en las dosis y el método de administración 

de la IL-2 (subcutánea, bolus o infusión continua). No obstante, la revisión llevada a 

cabo por Chowdhury y cols. (1999), puso de manifiesto que dicho tratamiento 

bioquimioterápico da lugar a un número medio de respuestas del 22% y una 

supervivencia media de 9.5 meses, no siendo superior al tratamiento con quimioterapia 

sola, pero sí considerablemente más tóxico [Tabla 9]. 

 

 

Tabla 9. Porcentaje de respuestas y supervivencia media de los pacientes tratados con 

IL-2 en combinación con mono y poliquimioterapia en el melanoma metastático. 

 

Estudio Regimen Respuestas 
(%) 

Media de 
supervivencia 

(meses) 

Stoter 1989 DTIC + IL-2 (ic) 25 8 

Flaherty 1990 DTIC + IL-2 (ic) 22 NP 

Demchak 1991 CDDP + IL-2 (iv) 37 NP 

Flaherty 1993 DTIC + CDDP 
+ IL-2 (iv) 41 10.2 

Atkins 1994 DTIC + CDDP 
+ IL-2 (iv) + TM 42 11 

Sertoli 1999 DTIC + IL-2 (sc) 13 11 

Dorval 1999 CDDP + IL-2 (ic) 16 10.4 

 

ic: infusión continua NP: no publicado 
iv: intravenosa  TM: Tamoxifeno 
sc: subcutáneo 
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Por el contrario, los ensayos clínicos con el tratamiento bioquimioterápico en los 

que se incluyen ambos moduladores, IL-2 e IFN-α, han demostrado un mayor efecto 

antitumoral. Este es el caso del estudio realizado por la European Organization for 

Research and Treatment of Cancer (EORTC, Melanoma Cooperative Group), donde la 

combinación cisplatino, IL-2 e IFN-α, dio lugar a un grado de respuestas del 33% en 

comparación al 18% producido por el tratamiento con IL-2 e IFN-α solo (Keilholz, 

1997). Todos estos estudios han demostrado que para conseguir un sinergismo entre los 

agentes quimio e inmunoterápicos, resulta de gran importancia la pauta de 

administración de estos agentes.  

 

A pesar de algunas diferencias en las publicaciones, los resultados de la mayoría 

de los estudios sugieren que el tratamiento resulta más eficaz cuando las drogas 

citotóxicas son administradas antes o de forma concurrente con los agentes biológicos. 

Así lo demuestran diversos estudios llevados a cabo por Legha y cols. (1996, 1998), 

donde la combinación secuencial (58% de respuestas) o concurrente (62% de 

respuestas) de CVD en combinación con IL-2 e IFN-α fue netamente superior a la pauta 

alternante (33% de respuestas). Asimismo, Richards y cols. (1992) con la 

administración secuencial del regimen CBDT, IL-2 e IFN-α obtuvieron un 57% de 

respuestas globales y un 15% de respuestas completas, la mayoría de ellas duraderas, 

alcanzando una supervivencia media de todos los pacientes de 11.5 meses [Tabla 10]. 

 

En resumen, se puede decir que los estudios randomizados realizados con 

bioquimioterapia demuestran que, en comparación con la administración aislada de 

inmuno o quimioterapia, se obtiene un aumento significativo en el número de respuestas 

totales –17-62%– y de respuestas completas duraderas –10-20%–; sin embargo, este 

incremento de la tasa de respuestas no ha dado lugar a un aumento significativo de la 

supervivencia global de los pacientes –8-13 meses– (Tsao, 2004; Atallah, 2005; 

Queirolo, 2005). 
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Tabla 10. Porcentaje de respuestas y supervivencia media de los pacientes tratados con 

bioquimioterapia en el melanoma metastático. 

 

Estudio Regimen Respuestas 
(%) 

Media de 
supervivencia 

(meses) 

 
Legha 1996 

 
CVD + IL-2 (ic) + IFN-α2a 

Secuencial 
Alternante 

 
 

58 
33 

 
 

13 
11 

Keilholz 1997 CDDP + IL-2 (iv) + IFN-α2a 33 9 

Thompson 1997 CBDT + IL-2 (sc) + IFN-α2a 42 10 

 
Legha 1998 

 
CVD + IL-2 (ic) + IFN-α2a 

Concurrente 

 
 

62 

 
 

11.8 

 
Richards 1999 

 
CBDT + IL-2 (iv) + IFN-α2a 

Secuencial 

 
 

55 

 
 

12.2 

 
O´Day 1999 

 
CVD + TM + IL-2 (ic)  
+ IFN-α2b + G-CSF 

Concurrente 

 
 
 

57 

 
 
 

11.4 

 
Flaherty 2001 

 
DTIC + CDDP + IL-2 (iv) 

+ IFN-α2b 

 
36 

 
10.7 

 
O´Day 2002 

 
CVD + TM + IL-2 (ic)  

+ IFN-α2b 
Concurrente 

 
 
 

50 

 
 
 

9.5 

 
Eton 2002 

 
CVD + IL-2 (ic) + IFN-α2b 

Secuencial 

 
 

48 

 
 

11.9 

Atkins 2003 CVD + IL-2 (iv) + IFN-α2b 17 8.4 

Del Vecchio 2003 CVD + IL-2 (sc) + IFN-α2b 27 11 

 

ic: infusión continua sc: subcutáneo  
iv: intravenosa  TM: Tamoxifeno 
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Por otro lado, la toxicidad secundaria producida por los programas de 

bioquimioterapia es netamente superior a la que produce la administración aislada de los 

agentes inmuno o quimioterápicos. Dicha toxicidad tiene un máximo exponente a nivel 

hematológico, dando lugar a un grado severo de trombocitopenia, leucopenia y anemia 

(Buzaid, 2002; O'Day, 2002). Tal es así, que en la actualidad se están llevando a cabo 

estudios en los que, a la combinación de inmunoquimioterapia, se añaden factores 

estimuladores de colonias de granulocitos (G-CSF), granulocitos y macrófagos (GM-

CSF) o eritropoyetina (EPO), con la finalidad de estimular la producción de células 

sanguíneas y disminuir las complicaciones infecciosas asociadas a la misma. En dichos 

estudios, el GM-CSF ha demostrado ser eficaz en reducir los tiempos de neutropenia 

severa, aunque no en la prevención de la misma (Vaughan, 2000). 

 

II. 3. BIOLOGÍA DEL MELANOMA 

  

El melanoma maligno se caracteriza por ser un tumor agresivo con una gran 

capacidad para la producción de metástasis. Para la formación de dichas metástasis se 

requiere una serie de sucesos secuenciales: transformación celular y angiogénesis, 

aislamiento de las células prometastáticas del tumor primario, invasión y migración de 

éstas a través de la matriz extracelular, intravasación y circulación a través del torrente 

sanguíneo o de los vasos linfáticos, adhesión y extravasación del endotelio y 

crecimiento en el órgano diana [Figura 1].  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1. Esquema de la cascada metastática. 
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Sin embargo, las células malignas raramente poseen todas estas propiedades que 

las capacite para llevar a cabo esta cascada metastática. La presencia en determinadas 

células tumorales de estas propiedades que configuran el fenotipo metastático, viene 

determinado por una expresión genética específica, la producción de proteasas, la 

existencia de un adecuado perfil de expresión de moléculas de adhesión y el 

requerimiento de un microambiente óptimo en el cual esté presente, entre otros, factores 

de crecimiento específicos, así como un adecuado aporte sanguíneo (Liotta, 2001; 

Fidler, 2002). 

 

Estos hechos requieren, por tanto, cambios genéticos y alteraciones en la 

biología de la célula tumoral, así como de una interacción bidireccional de éstas con las 

células propias del órgano diana. 

 

En relación a las alteraciones genéticas, se han identificado dos genes principales 

cuyas mutaciones se han relacionado con el desarrollo y progresión del melanoma 

metastático, la delección del CDKN2A (inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 

2A) y la sobreexpresión del CDK4 (ciclina dependiente de quinasa 4), localizados en los 

cromosomas 9 y 12 respectivamente (Ruiz, 1999; Marsh, 2002; Chin, 2003). El gen 

CDK4 codifica la proteína Cdk4, la cual promueve la proliferación celular (Marsh, 

2002). Por su parte, el gen CDKN2A se encarga de codificar a las proteínas p16 y 

p14ARF, ambas implicadas en la inhibición del crecimiento celular (Goldstein, 1998; 

Piepkorn, 2000). La primera de ellas inhibe el producto del gen CDK4, mientras que la 

segunda inhibe una enzima que degrada la p53, proteína implicada en el mantenimiento 

de la integridad genómica y la hemostasis celular. En este sentido, aunque con menor 

frecuencia, se ha observado también, mutaciones del gen p53, lo cual conduce a una 

alteración del mecanismo celular de muerte programada o apoptosis, con la consecuente 

supervivencia de los melanocitos transformados y el desarrollo del melanoma.  

 

Relacionado también con el mecanismo de inhibición de la apoptosis, se ha 

demostrado que en el melanoma se produce, con frecuencia, la pérdida del factor de 

activación de la apoptosis-1, Apaf-1 (Soengas, 2001). 
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Otro de los procesos implicados en la migración y metástasis de las células 

tumorales es la degradación de la matriz extracelular. Este es un evento complejo que 

requiere de la producción, liberación y activación de una variedad de enzimas 

degradantes de la matriz extracelular denominadas proteasas. Entre dichas proteasas 

destacan las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y el activador del plasminógeno tipo 

urocinasa (uPA). En numerosos melanomas experimentales y humanos se han 

encontrado una producción elevada tanto de las enzimas MMPs como de las uPA, 

siendo su medición de utilidad para predecir la evolución de los pacientes (van Muijen, 

1995; Wollina, 2001). 

 

Las MMPs son un grupo de enzimas dependientes de zinc que degradan 

moléculas de la matriz extracelular, proteoglicanos, glucoproteínas y varios tipos de 

colágeno. Estas enzimas son secretadas en una forma inactiva (pro-metaloproteasas) y, 

posteriormente, con frecuencia, la activación se lleva a cabo por una activación 

autocatalítica que da lugar a la pérdida de un péptido amino terminal.  Se ha observado 

que los niveles de MMP-2 y de MMP-9 están significativamente altos en pacientes con 

melanoma, correlacionándose su sobreexpresión con la progresión maligna (Wollina, 

2001; Simonetti, 2002).  

 

El uPA es una serinaproteasa que, además de degradar directamente algunos 

componentes de la matriz extracelular –fibrina, fibronectina, colágeno tipo IV, 

vitronectina y laminina–, convierte el plasminógeno en plasmina, una potente enzima 

capaz, a su vez, de amplificar la cascada proteolítica al activar otras proenzimas. La 

activación del plasminógeno por el uPA se incrementa cuando está unido a su receptor 

de membrana (uPAR) centrando así el área de degradación. Cuando existen cantidades 

aumentadas de uPA y/o uPAR, además de promoverse la degradación de la matriz 

extracelular, se modifica la señalización intracelular y se puede producir un incremento 

de la capacidad de migración y proliferación de las células tumorales (Stahl, 1997; 

Gershtein, 2001). 
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El desarrollo del melanoma depende, también, de múltiples factores de 

crecimiento, autocrinos y paracrinos, cuya presencia además de inducir la proliferación 

celular, estimula la expresión de moléculas de adhesión y la angiogénesis. 

 

En relación con el perfil de moléculas de superficie expresadas en la membrana 

plasmática de las células del melanoma, se ha demostrado un aumento de la expresión 

de una serie de moléculas de adhesión, entre las que cabe destacar: 

 

a. Moléculas pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas: la 

molécula de adhesión del melanoma, Mel-CAM/MUC18, la cual media la adhesión 

entre las propias células del melanoma y las células del endotelio vascular (Johnson, 

1996), y la molécula de adhesión intracelular-1, ICAM-1, la cual se une a las integrinas 

β2 leucocitarias LFA-1 y Mac-1 (Wollina, 1999).  

 

b. Integrinas: α2β1 (Klein, 1991), α3β1 (Natali, 1997), α4β1 (Schadendorf, 

1995), α6β1 (Danen, 1993), α7β1 (Kramer, 1991) y la subunidad β3 de la integrina 

αvβ3 (Eliceiri, 2000). Estas integrinas son moléculas de adhesión que se unen a 

diferentes componentes de la matriz extracelular como son el colágeno, laminina, 

fibronectina, vitronectina o el factor von Willebrand, entre otros (Johnson, 1999). 

 

c. CD44: esta molécula se une, principalmente, al ácido hialurónico de las 

células del melanoma o de la matriz extracelular (Manten-Horst, 1995; Gunthert, 1998; 

Ahrens, 2001). 

 

d. Cadherinas: entre éstas se encuentra la cadherina neural (N-cadherina), la 

cual media la unión de las células de melanoma con la N-cadherina de la célula 

endotelial o el fibroblasto (Sanders, 1999).  
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Por el contrario, en otras ocasiones la pérdida de expresión de ciertas moléculas 

de adhesión configura también el fenotipo metastático del melanoma. Así ocurre con la 

molécula de adhesión vascular-1 (VCAM-1), perteneciente a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas, que se une a las integrinas leucitarias α4β1 y α4β7 de los linfocitos T 

activados (Franzke, 1998); y la cadherina epitelial (E-cadherina), molécula que media la 

adhesión de los melanocitos a los queratinocitos (Danen, 1996). La pérdida de expresión 

de esta última está asociada, a su vez, a la activación de la expresión de una proteína 

citoplasmática, la β-catenina. Ésta une el dominio citoplasmático de la E-cadherina al 

citoesqueleto, siendo capaz de modular la expresión de genes implicados en el control 

de la proliferación celular (Rubinfeld, 1997). 

 

En relación a los factores de crecimiento, las células del melanoma poseen la 

capacidad de secretar, de forma autocrina, una serie de sustancias y expresar los 

receptores específicos para éstos. Entre dichos factores cabe destacar: 

 

� Interleucinas: IL-1 (de Galdeano, 1999), IL-2 (García-Vázquez, 2000), IL-6 

(Mouawad, 1996), IL-8 (Rofstad, 2000) e IL-10 (Kruger-Krasagakes, 1994; 

Conrad, 1999). 
 

� El factor de crecimiento transformante β o TGF-β (Krasagakis, 1998; Janji, 

1999).  
 

� El factor de necrosis tumoral β o TNF-β (Moretti, 1999).  
 

� La hormona estimuladora de los melanocitos, α-melanotropina o α-MSH, 

(Loir, 1997).  
 

� El factor de movilidad autocrina o AMF (Nagai, 1996). 
 

� La actividad inhibitoria del melanoma o MIA (Bosserhoff, 2001). 

 

Algunos de estos factores, como la IL-10 (Chen, 1994; Gray, 2001) y el TGF-β 

(Teicher, 2001), pueden actuar como sustancias supresoras de la respuesta inmune.  
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Por otro lado, las células del melanoma son también capaces de secretar otros 

factores que, además de favorecer el desarrollo tumoral, son estimuladores 

angiogénicos: 

 

� IL-8 (Rofstad, 2000). 

� El factor de crecimiento de fibroblastos básico o bFGF (Graeven, 2001). 

� TGF-α y TGF-β (Rodeck, 1994; Westphal, 2000). 

� El factor de crecimiento epidérmico o EGF (Ellis, 1992; Huang, 1996).  

� El factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF (Skobe, 2001). 

� El factor angiogénico tumoral o TAA (Stenzinger, 1983). 

� La angiogenina (Ugurel, 2001).  

� El factor estimulador del crecimiento del melanoma o MGSA/GRO (Luan, 

1997; Haghnegahdar, 2000). 

 

Como consecuencia del estímulo de dichos factores de crecimiento se produce la 

activación de mediadores biológicos intracitoplasmáticos para el desarrollo de las 

células del melanoma, como la proteína quinasa C (PKC) y el factor nuclear κB (NF-

κB, del inglés nuclear factor-kappaB). 

 

La PKC es una compleja familia de proteínas ricas en cisteína, que se encargan 

de fosforilar proteínas específicas implicadas en diferentes procesos fisiológicos, en 

particular de secreción y proliferación (Nishizuka, 1995; Mellor, 1998). Diversos 

estudios implican a la PKC en la progresión tumoral, como son los fenómenos de 

migración, invasión y metástasis del melanoma (Yamanishi, 1991; Mapelli, 1994). 

 

Por su parte, el NF-κB es un factor de transcripción importante en el control de 

la proliferación celular y la apoptosis, habiéndose relacionado niveles altos de NF-κB 

con una mayor capacidad para la producción de metástasis y la inducción de 

angiogénesis en el modelo de melanoma (Wang, 1996; Huang, 2000; Dominici, 2003). 
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II. 4. GLUTATIÓN 

 

El glutatión (γ-glutamilcisteinilglicina, GSH), descubierto en 1888 por Rey-

Pailhade, es un tripéptido ampliamente distribuido en la mayoría de las células 

eucariotas y en muchas procariotas (Meister, 1983), siendo el tiol intracelular más 

abundante (0.2-10 mM). 

 

Dentro del organismo, el hígado es el órgano con mayor nivel de GSH; de 

hecho, los hepatocitos están altamente especializados en la síntesis de este tripéptido, el 

cual se encuentra presente en estas células a concentraciones elevadas (10 mM). De este 

modo, además de la utilización del GSH para sus funciones, el hígado se encarga de 

exportar grandes cantidades al torrente sanguíneo, siendo la fuente más importante de 

este tripéptido para otros tejidos del organismo como el riñón o el pulmón (Lu, 1999). 

 

A continuación, se analizan las características estructurales, biosíntesis, 

degradación y las principales funciones del GSH. 

 

II. 4. 1. CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES 

 

La composición y estructura del GSH fueron determinadas por primera vez por 

Hopkins en 1921 (Hopkins, 1921). El GSH es un tripéptido de glutamato, cisteína y 

glicina con un enlace peptídico γ, poco frecuente, entre el glutamato y la cisteína, y con 

un grupo tiol en este último aminoácido. Estas dos características estructurales, el enlace 

peptídico γ y el grupo tiol, son esenciales para el conocimiento de sus propiedades 

[Figura 2]. 

  

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura del glutatión (γ-glutamilcisteinilglicina, GSH). 
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El enlace γ-carboxilo entre el glutamato y la cisteína confiere al GSH su 

estabilidad dentro de la célula, ya que evita su degradación por parte de las peptidasas 

intracelulares –actúan sobre los enlaces α-carboxilo– estando sólo sujeta a la hidrólisis 

extracelular por parte de la enzima γ-glutamiltranspeptidasa (γ-GT) localizada en la 

superficie externa de la membrana plasmática. Por otro lado, la región carboxilo 

terminal de la glicina protege a la molécula contra la acción de la enzima intracelular γ-

glutamilciclotransferasa –los sustratos de esta enzima son los γ-glutamil-aminoácidos 

que transforma el resto glutamilo en 5-oxoprolina–. De este modo, se evita la 

degradación intracelular del GSH, siendo únicamente metabolizado extracelularmente. 

Por su parte, el grupo sulfidrilo es requerido para las múltiples funciones en las que se 

encuentra implicado dicho tripéptido. 
 

El glutatión puede encontrarse, principalmente, en dos formas moleculares: 

glutatión reducido (GSH) y oxidado (GSSG). El GSSG está integrado por dos 

moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro. El GSH intracelular, puede 

transformarse en GSSG y viceversa por dos tipos de reacciones [Figura 3]: 

 

1. Reacciones en las que se produce la reducción del peróxido de hidrógeno (H2O2) 

y otros peróxidos, catalizadas por una enzima dependiente de selenio, la 

glutatión peroxidasa. 

 

2. Reacciones de transhidrogenación, en las cuales la reducción de GSSG a GSH es 

catalizada por la enzima GSSG reductasa (Anderson, 1998; Wu, 2004). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proceso de oxidación-reducción del glutatión. 
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Las células eucariotas poseen tres reservorios principales de GSH. Casi el 90% 

del GSH intracelular se encuentra en el citosol, el 10% en las mitocondrias y un 

pequeño porcentaje en el retículo endoplasmático. En este último, la relación 

GSH/GSSG es de 3:1, mientras que en el citoplasma y en las mitocondrias dicha 

proporción supera incluso la relación 10:1 (Lu, 1999). 

 

II. 4. 2. BIOSÍNTESIS Y DEGRADACIÓN: CICLO DEL γγγγ-GLUTAMILO 

 

La biosíntesis y degradación del GSH se integra en el denominado ciclo del γ-

glutamilo [Figura 4], el cual implica el transporte del GSH al espacio extracelular y de 

los γ-glutamil-aminoácidos al espacio intracelular. 

 

 

 

 

Figura 4. Ciclo del γ-glutamilo. 
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El GSH se sintetiza intracelularmente por dos reacciones consecutivas 

catalizadas por las enzimas γ-glutamilcisteína sintetasa o γ-GCS (Reacción a) y GSH 

sintetasa (Reacción b): 

 

 

Reacción a  

 

 

 

  

Reacción b  

  

 

 

 

 

 

A su vez, según el contenido intracelular de GSH, la síntesis de este tripéptido 

puede ser inhibida mediante un mecanismo de retroalimentación negativa de la enzima 

γ-GCS, obteniendo así, un equilibrio intracelular adecuado del mismo. 

 

El GSH puede ser exportado fuera de la célula, si bien los aminoácidos que lo 

componen pueden ser de nuevo incorporados a la misma, gracias a una reacción de 

transpeptidación catalizada por la enzima γ-GT, glucoproteína que, como se ha señalado 

anteriormente, se localiza en la cara externa de la membrana plasmática. Dicha reacción 

de transpeptidación tiene lugar en presencia de aminoácidos, dando lugar a γ-glutamil-

aminoácidos y cisteinilglicina (Cys-Gly). Los γ-glutamil-aminoácidos son transportados 

al interior de la célula, mientras que en el caso de cisteinilglicina se requiere la ruptura 

previa por medio de una dipeptidasa, presente también en la cara externa de la 

membrana plasmática, permitiendo, así, su incorporación posterior al interior celular 

(Meister, 1991; Wu, 2004). 

 

GSH sintetasa 
 

γ-glutamilcisteína sintetasa 
 

L-Glu + L-Cys + ATP 
                    

L-γ-Glu - L-Cys + ADP + Pi    
 

L-γ-Glu - L-Cys + Gly + ATP 
 

GSH + ADP + Pi 
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Los γ-glutamil-aminoácidos constituyen el sustrato de la enzima γ-

glutamilciclotransferasa, que transforma el residuo de glutamilo en 5-oxoprolina, 

liberándose el resto de los aminoácidos. A continuación, por la acción de la enzima 5-

oxo-L-prolinasa (5-OPasa), la 5-oxoprolina se transforma en glutamato, reacción que 

lleva consigo gasto de ATP. El ciclo se completa con la acción, de nuevo, de la γ-GCS y 

la GSH sintetasa (Meister, 1991; Wu, 2004). 

 

El ciclo γ-glutamilo se encuentra integrado en las diferentes vías metabólicas del 

GSH. La formación de productos GSH S-conjugados que se producen durante las 

funciones de detoxificación intracelular, puede tener lugar por la reacción no enzimática 

de compuestos electrofílicos exógenos, o bien, por la acción de las enzimas Glutatión S-

transferasas (GST) [Figura 5].  

 

 

 
 
 
 

Figura 5. Función detoxificadora del GSH. 
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Como ha sido anteriormente señalado, la γ-GT puede catalizar la transformación 

de estos compuestos GSH S-conjugados en γ-glutamil-aminoácidos y cisteinilglicina 

con el azufre sustituido (Cys-(X)-Gly). Este último producto puede escindirse en glicina 

y cisteína S-sustituido por la acción de las dipeptidasas. La cisteína S-conjugado tras 

sufrir N-acetilación, da lugar a la formación de ácido mercaptúrico, reacción ésta que se 

produce, principalmente, a nivel renal (Meister, 1991; Lu, 1999). 

 

II. 4. 3. FUNCIONES DEL GLUTATIÓN 

 

Debido a sus características estructurales, el GSH participa en numerosos 

procesos esenciales para la fisiología celular. El GSH y sus enzimas relacionados se 

encuentran implicados de forma fundamental en la proliferación celular, participando en 

el control del ciclo celular y en la síntesis y reparación de DNA, y en la síntesis de 

proteínas (Higuchi, 2004). Otra de sus funciones importantes es la protección celular 

frente a los radicales libres, compuestos reactivos del oxígeno, compuestos tóxicos 

endógenos y exógenos, carcinógenos, así como en la defensa celular frente a los efectos 

producidos por la radiación y algunos quimioterápicos como los agentes alquilantes 

(Meister, 1983; Anderson, 1998). Además, su capacidad de actuación como agente 

reductor y antioxidante hace del GSH un componente esencial para el mantenimiento de 

la integridad de los componentes proteínicos y lipídicos celulares (Meister, 1991). 

 

II. 4. 3. 1. Control del ciclo celular 

 

El GSH interviene en el control del ciclo celular por medio de la regulación de 

los siguientes procesos: 

 

II. 4. 3. 1. 1. Síntesis de ADN 

 

Para la síntesis de ADN se requiere la formación de desoxirribonucleótidos a 

partir de ribonucleótidos. En este proceso están implicadas las enzimas ribonucleótido 

reductasa, tiorredoxina, tiorredoxina reductasa y la nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato (NADPH) como cofactor.  
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Tras aceptar electrones del NADPH, la tiorredoxina, proteína con dos tioles en 

su centro activo, lleva a cabo la reducción de los ribonucleótidos. Para ello, es preciso el 

mantenimiento de niveles adecuados de GSH intracelular de forma que no se produzca 

la oxidación de los tioles presentes en el centro activo de la tiorredoxina (Meister, 1983; 

Wu, 2004).  

 

Además, el GSH se encuentra implicado en la síntesis de ribonucleótidos, de una 

forma más directa, a través de la función de la glutarredoxina (Bjornstedt, 1997). Ésta es 

una proteína de bajo peso molecular que actúa como donante de equivalentes reductores 

en el proceso de reducción de ribonucleótidos. En esta reacción, el GSH es oxidado a 

GSSG, el cual es de nuevo reducido a GSH por la glutatión reductasa (Meister, 1983). 

 

II. 4. 3. 1. 2. Transporte de aminoácidos 

 

En las células proliferativas es fundamental el transporte de aminoácidos en la 

parte media y final de la fase G1 del ciclo celular para la progresión de las células hacia 

la fase de síntesis. Se ha demostrado que el transporte de aminoácidos al espacio 

intracelular puede llevarse a cabo por un mecanismo en el que está implicado el GSH. 

Este mecanismo consiste en la formación de γ-glutamil-aminoácidos en el espacio 

extracelular, en una reacción catalizada por la γ-GT en presencia de GSH, que funciona 

como donador del grupo γ-glutamilo. Los γ-glutamil-aminoácidos son posteriormente 

transportados al interior de la célula (Deneke, 1989; Anderson, 1998). 

 

II. 4. 3. 1. 3. Homeostasis del Ca2+ 

 

La unión de los factores de crecimiento –por ejemplo, el factor de crecimiento 

epidérmico, EGF, o el factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGF– a sus 

receptores presentes en la membrana plasmática, desencadena una serie de reacciones 

citoplasmáticas que implican a fosfolípidos, como el inositol trifosfato (InsP3) y el 

diacilglicerol (DG) intracelulares. El DG controla el aumento de pH intracelular, 

mientras que el InsP3 controla los niveles de Ca2+ intracelular –extrae el calcio de sus 

depósitos intracelulares– actuando como segundos mensajeros.  



II. Introducción 
 

40 
 
 

 

Si bien la liberación del Ca2+ mitocondrial depende principalmente de la 

oxidación de NADPH, la movilización de los depósitos de Ca2+ del retículo 

endoplasmático depende del estado redox tiólico y, por lo tanto, del contenido 

intracelular de GSH (Jewell, 1982; Thanislass, 1995). 

 

II. 4. 3. 2. Síntesis proteica  

 

Múltiples estudios han demostrado que para la síntesis de proteínas se requiere 

unos niveles óptimos de GSH, de manera que la disminución del GSH o el incremento 

de GSSG provocan una inhibición de dicha síntesis proteica. El GSH actúa, además, 

como reservorio intracelular de cisteína, evitando la elevada toxicidad que produce este 

aminoácido en forma libre (Meister, 1983). 

 

II. 4. 3. 3. Modulación de proteínas implicadas en la regulación de la 

expresión génica 

 

Como se ha señalado anteriormente, la estimulación celular por algunos factores 

de crecimiento se produce por la hidrólisis del fosfatidil inositol difosfato en InsP3 y 

DG. El DG activa a la PKC, proteína citoplasmática que, a su vez, fosforila proteínas 

específicas implicadas en diferentes procesos fisiológicos, principalmente de secreción 

y proliferación. La PKC es una proteína rica en cisteína, que contiene grupos sulfidrilo 

libres en su estructura. El mantenimiento de estos tioles en estado reducido requiere la 

existencia de unos niveles de GSH intracelular adecuados que eviten la formación de 

puentes disulfuro no deseados. Así, por ejemplo, se ha demostrado que cuando se 

mantienen bajos los niveles de GSH intracelular, la actividad de la PKC se encuentra 

inhibida. Un estado de estrés oxidativo mantenido puede provocar modificaciones en la 

estructura de las proteína quinasas, disfunción que puede inhibir la proliferación celular, 

causando, incluso, la muerte celular por apoptosis (Pellicer, 1994; Gopalakrishna, 

2000). 
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II. 4. 3. 4. Degradación intralisosómica y citoplasmática de proteínas  

 

Se ha demostrado que el GSH está involucrado en el mantenimiento de la 

integridad de las membranas lisosómicas. A su vez, la degradación intralisosómica de 

las proteínas precisa del mantenimiento de niveles adecuados de GSH, el cual participa 

en la reducción no enzimática de los puentes disulfuro de los enzimas intralisosómicos. 

 

Por otro lado, la degradación citosólica de las proteínas es llevada a cabo por 

complejos enzimáticos multicatalíticos (la multipaína, la proteasoma y la enzima 

degradador de conjugados de ubiquinina), los cuales son tiol-dependientes, y por lo 

tanto, muy susceptibles a las variaciones del estado redox intracelular (Meister, 1983). 

 

II. 4. 3. 5. Cofactor enzimático  

 

El GSH también actúa como cofactor de diversas enzimas como la enzima GSH-

peroxidasa (detoxifica el peróxido de hidrógeno y otros peróxidos), la GSH-

transhidrogenasa (convierte el dihidroascorbato a ascorbato, ribonucleótidos a 

desoxirribonucleótidos y enlaces S-S a SH), GST (transfiere el agente citotóxico a la 

molécula de GSH con el fin de detoxificarla) y de otras enzimas como la glioxilasa, 

formaldehído dehidrogenasa y la fumarilacetoacetato isomerasa, así como las enzimas 

encargadas de la isomerización de prostaglandinas y de la conversión de tirosina a 

3,3´5´-triiodotirosina (Anderson, 1998; Lu, 1999). 

 

II. 4. 3. 6. Protección frente al estrés oxidativo  

 

Como consecuencia del metabolismo aerobio de las células, se producen 

radicales libres derivados del oxígeno como son los radicales superóxido (O2-) e 

hidroxilo (OH-). El radical O2- es convertido en peróxido de hidrógeno (H2O2) por la 

superóxido dismutasa. A su vez, el H2O2 puede ser detoxificado por la catalasa o por la 

glutatión peroxidasa. Esta última utiliza el GSH como sustrato donador de equivalentes 

reductores, oxidándose a GSSG (Anderson, 1998; Wu, 2004). 
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El GSH tiene también una función importante en el mantenimiento de la 

integridad celular protegiendo las membranas celulares frente al estrés oxidativo, 

impidiendo así, su peroxidación lipídica (Casini, 1987; Comporti, 1987). Además, 

puede reparar el daño oxidativo causado en las proteínas de membrana al reducir los 

puentes disulfuro, tanto intercatenarios como intracatenarios, de las mismas. Todo ello 

supone la oxidación de GSH a GSSG, que a su vez, y en presencia de NADPH, es de 

nuevo reducido a GSH por la glutatión reductasa. 

 

II. 4. 3. 7. Radioprotección  

 
La implicación de los tioles en los mecanismos de radioprotección celular tuvo 

su confirmación experimental en los años sesenta, al ser posible correlacionar cambios 

en los niveles celulares de GSH con variaciones en la radiosensibilidad de muchos tipos 

celulares (O´Dwyer, 1995; Emonet, 1997).  

 

Las radiaciones ionizantes pueden interaccionar con el agua intracelular, dando 

lugar a compuestos reactivos del oxígeno, radicales libres y peróxidos. Los radicales 

hidroxilo son extremadamente reactivos y pueden interaccionar con los grupos tioles 

provocando la formación de radicales libres mucho menos reactivos, los cuales 

posteriormente pueden dimerizarse. Así, si el GSH está presente en concentraciones 

fisiológicas, el efecto biológico inducido por las radiaciones ionizantes puede ser, en 

gran medida, disminuido (Shimizu, 1998). 

 

II. 4. 3. 8. Detoxificación  

 

En los procesos de detoxificación, las células metabolizan las sustancias tóxicas 

con la finalidad de reducir su acción nociva y facilitar su excreción. Estos mecanismos 

de detoxificación se clasifican en reacciones de fase I y de fase II. Las reacciones de 

fase I consisten en procesos de oxidación, reducción, hidroxilación e hidrólisis, mientras 

que las reacciones de fase II son reacciones de conjugación.  
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Entre estos últimos, se incluye la conjugación de numerosos metabolitos con el 

GSH, el cual de forma no enzimática o a través de la enzima GST provoca la 

solubilización de dichos metabolitos, facilitando, de esta manera, su excreción celular 

(Anderson, 1998; Lash, 2005).  

 

Mediante esta función detoxificadora, el GSH protege a importantes 

macromoléculas celulares, como el ADN, de la acción producida por los agentes 

citotóxicos, como los agentes alquilantes. En consecuencia, el contenido intracelular de 

GSH determina, en parte, el grado de toxicidad y de respuesta celular que puede 

derivarse de un tratamiento antitumoral (Chen, 1998; Serrone, 1999).  

 

II. 4. 4. MODULACIÓN DE LOS NIVELES DE GLUTATIÓN 

 

Se ha observado que diversas enfermedades, como el SIDA, la hepatitis C o el 

Parkinson, están asociadas a alteraciones en los niveles de este tiol o de sus enzimas 

relacionados. Por ello, se ha planteado que la utilización de agentes moduladores del 

GSH podría ser útil en el tratamiento de ciertas patologías (Droge, 1993; White, 1994; 

Adams, 2001).  

  

II. 4. 4. 1. AGENTES QUE INCREMENTAN LOS NIVELES DE GSH 

 

La inducción de un incremento de los niveles de GSH intracelular puede tener 

efectos terapéuticos cuando los niveles de este tiol están disminuidos. Entre las 

sustancias utilizadas para el incremento de este tripéptido podrían citarse: 

 

II. 4. 4. 1. 1. GSH monoéster 

 

Se ha comprobado en una gran variedad de condiciones experimentales que la 

utilización de GSH per se, no es efectiva para el aumento de los niveles de este 

tripéptido, ya que presenta dificultad en su transporte hacia el interior de la célula. La 

administración de GSH incrementa los niveles de este tiol en el plasma y en la orina, sin 

aumentar en los tejidos (Anderson, 1998).  
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Sin embargo, su análogo monoéster es capaz de penetrar a través de la 

membrana plasmática celular y, mediante la acción de una esterasa, hidrolizarse a GSH 

y etanol. Estudios realizados por Meister en 1983, mostraron que el tratamiento en 

ratones con GSH monoéster protegía contra la toxicidad producida por el 

acetaminofeno, melfalán, ciclofosfamida y radiaciones ionizantes. Sin embargo, la 

aplicación con GSH éster sólo es posible durante un corto periodo de tiempo, ya que su 

administración prolongada produce toxicidad atribuida, principalmente, a iones 

metálicos (Anderson, 1989; Levy, 1993).  

 

II. 4. 4. 1. 2. GSH diéster  

 

Esta molécula es transportada más efectivamente que el GSH monoéster al 

interior de las células, como se ha demostrado en eritrocitos, linfocitos y fibroblastos 

humanos y en células tumorales de ovario. Una vez en el interior celular, se hidroliza a 

GSH monoéster a través de una diesterasa. Diversos estudios sugieren que la 

administración de GSH diéster aumenta, en mayor medida, los niveles de GSH en el 

hígado que el tratamiento con GSH monoéster (Anderson, 1998). 

 

II. 4. 4. 1. 3. Metionina 

 

La ruta de la cistationina sintasa es una vía que permite a los hepatocitos utilizar 

la metionina para sintetizar cisteína. Esta vía no es activa en determinadas células, en 

neonatos, ni en pacientes con enfermedades hepáticas (Anderson, 1998).  

 

II. 4. 4. 1. 4. γγγγ-Glutamilcisteína 

 

Esta sustancia es el sustrato limitante de la enzima GSH sintetasa. La γ-

glutamilcisteína se transporta al interior celular y por medio de la GSH sintetasa se 

produce la síntesis de GSH.  
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Se ha observado que la administración in vivo de esta sustancia incrementa los 

niveles intracelulares de GSH de forma óptima a nivel cerebral, mientras que para el 

transporte al interior celular de otros órganos, es necesaria la utilización de γ-

glutamilcisteína-etil ésteres (Pileblad, 1992). 

 

II. 4. 4. 1. 5. N-acetilcisteína  

 

La administración directa de cisteína –factor limitante en la biosíntesis de GSH– 

puede producir un aumento intracelular de los niveles de GSH; sin embargo, su rápida 

oxidación a una sustancia poco soluble, la cistina, da lugar a la formación de radicales 

libres y, en consecuencia, a importantes efectos citóxicos, como se ha demostrado en 

estudios in vitro e in vivo (Nishiuch, 1976; Anderson, 1997). En cambio, la 

administración en forma N-acetilada, N-acetilcisteína (NAC) [Figura 6], es fácilmente 

transportada al interior celular y mediante su metabolización a través de una N-acetilasa 

se transforma en cisteína, lo que posibilita el posterior aumento de GSH (De Flora, 

2001).  

 

 

 

 
 

  

Figura 6. Estructura de la N-acetilcisteína (NAC). 
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Por otro lado, la NAC puede también, mediante conjugación directa, neutralizar 

radicales libres (van Zandwijk, 1995). 

 

La NAC ha sido utilizada en diferentes patologías, como por ejemplo en 

pacientes con SIDA (Cayota, 1996; Akerlund, 1997), si bien su administración da lugar 

a efectos secundarios como náuseas, vómitos, diarreas y broncoespasmos (De Rosa, 

2000). 

 

II. 4. 4. 1. 6. Tiazolidinas  

 

Las tiazolidinas (TDs) son sustancias formadas mediante la condensación de 

cisteína con compuestos carbonilos. Entre estas sustancias se pueden citar la 2-

metiltiazolidina carboxilato, la 2-metiltiazolidina-4-carboxilato, la 2-metiltiazolidina-

2,4-ácido dicarboxílico, la 4-tiazolidina carboxilato y la L-2-oxo-4-tiazolidina 

carboxilato –OTZ– (Wlodek, 1995). Esta última sustancia es un análogo de la 5-

oxoprolina, la cual es un sustrato específico para la enzima 5-OPasa que forma parte del 

ciclo γ-glutamilo del GSH [Figura 7]. El producto de la reacción es la S-carboxicisteína, 

que posteriormente, se hidroliza a cisteína y CO2.  

 
 
Figura 7. Metabolismo del L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilato (OTZ) y de la 5-oxo-L-

prolina mediante la 5-OPasa. 
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II. 4. 4. 2. AGENTES QUE DISMINUYEN LOS NIVELES DE GSH 

 

Entre los compuestos utilizados en investigaciones toxicológicas, se encuentran 

una serie de sustancias oxidantes inespecíficas que disminuyen de forma rápida los 

niveles intracelulares de GSH, con el consecuente aumento de los niveles GSSG y la 

oxidación de proteínas y otros compuestos celulares. Entre estos elementos se pueden 

citar los siguientes: 

 

� Diamida (Kosower, 1969) 

� t-Butilhidroperóxido (Plummer, 1981) 

� Dietilmaleato (Deneke, 1985) 

� Diisopropilidin acetona –foron– (Yoshida, 1987) 

 

La utilización de estas sustancias en estudios in vivo ha demostrado producir 

toxicidad multiorgánica, a través de peroxidaciones lipídicas, disfunciones 

microsomales e inhibición de la síntesis proteica, entre otros efectos intracelulares. 

 

Un segundo grupo de sustancias son los aminoácidos sulfoximina, los cuales 

provocan la disminución de GSH a través de la inhibición de su síntesis, mediante el 

bloqueo de la actividad de las enzimas γ-GCS y/o la enzima glutamina sintetasa. Entre 

estos aminoácidos, cabe destacar la metionina sulfoximina (MSO) que inhibe las 

enzimas citadas anteriormente, y la α-etil metionina sulfoximina (α-EtMSO), la cual 

inhibe solamente la enzima glutamina sintetasa (Meister, 1991). 

 

Estudios realizados in vivo han demostrado que la administración de estas 

sustancias produce convulsiones y efectos letales, limitándose su utilización a los 

ensayos experimentales (Meister, 1991). Sin embargo, la sustancia más utilizada, no 

sólo en experimentación básica sino también en ensayos clínicos, es la L-butionina-

[S,R]-sulfoximina –BSO– [Figura 8], un potente inhibidor de la γ-GCS.  
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Figura 8. Inhibición de la γ-Glutamilcisteína sintetasa mediante la L-butionina-[S,R]-

sulfoximina (BSO). 

 

 

 

El tratamiento con BSO reduce los niveles de GSH en la mayoría de los tejidos y 

en el plasma sanguíneo, así como en gran variedad de tumores. Se ha demostrado que el 

tratamiento previo con BSO, a través de la disminución de GSH, sensibiliza a las células 

tumorales resistentes al tratamiento con drogas citotóxicas, como los compuestos de 

platino y agentes alquilantes, y con radiaciones ionizantes (Bailey, 1998).  

 

Ahora bien, el tratamiento prolongado con BSO produce también una importante 

toxicidad consistente en náuseas y vómitos, inmunosupresión, alteración hepática, renal, 

pulmonar y del sistema nervioso central, entre otros efectos (Meister, 1991; Bailey, 

1998). 
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II. 4. 5. GLUTATIÓN Y PATOLOGÍA  

 

II. 4. 5. 1. INFLUENCIA DEL GLUTATIÓN EN LA PATOLOGÍA NO 

TUMORAL 

 

Diversos estudios han demostrado que existen una serie de enfermedades 

asociadas a la disminución de los niveles del GSH, como es el caso del SIDA 

(Lomaestro, 1995; Wu, 2004). En los pacientes afectados por esta enfermedad se ha 

observado una disminución de este tiol, provocada por la deficiencia de cisteína en las 

células polimorfonucleares de sangre periférica, reducción que es más acusada 

conforme progresa la enfermedad (Herzenberg, 1997; Look, 1997; Nakamura, 2002). 

Esta deficiencia sistémica de GSH contribuye a incrementar la replicación vírica, 

además de aumentar la producción de agentes oxidantes por las células inflamatorias, 

incrementando así, la disfunción del sistema inmune (Holroyd, 1993; Nakamura, 2002).  

 

De igual forma, los pacientes con hepatitis C presentan también disminución de 

este tiol en las células polimorfonucleares de sangre periférica (Boya, 1999). Asimismo, 

otras patologías como la diabetes tipo II (Forrester, 1990), la colitis ulcerosa 

(Keshavarzian, 1995), la enfermedad de Crohn (Iantomasi, 1994), la fibrosis pulmonar 

idiopática (Cantin, 1989), el síndrome de distrés respiratorio –ARDS– (Pacht, 1991), la 

cirrosis (Loguercio, 1992; Fernández-Checa, 2005) y las cataratas (Calvin, 1986) se han 

asociado con insuficientes niveles de este tiol. 

 

Por otro lado, la disminución de los niveles de GSH puede estar provocada por 

la generación de metabolitos reactivos del oxígeno (mROS) los cuales se han 

relacionado con diferentes enfermedades. Entre éstas, cabe destacar la enfermedad de 

Alzheimer, en donde los mROS producen una peroxidación lipídica del cortex cerebral, 

habiéndose observado de forma concomitante una disminución del GSH en las áreas 

corticales (Jenner, 1994). Otras patologías asociadas al estrés oxidativo inducido por la 

generación de mROS son la enfermedad de Parkinson, arterioesclerosis, ARDS, SIDA y 

artritis reumatoide, entre otras (Adams, 1991; Martínez-Cayuela, 1995; Nakamura, 

2002). 
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Finalmente, algunas enfermedades están asociadas con alteraciones enzimáticas 

relacionadas con el metabolismo del GSH. Así, los pacientes con deficiencia de la 

enzima GSH sintetasa presentan alteraciones cerebrales, acidosis y hemólisis, y en 

pacientes con la enzima γ-GCS disminuida, además de dichos efectos, padecen 

degeneración espino-cerebelar, neuropatía periférica, miopatía y aminoaciduria. Por 

otro lado, se ha observado hemólisis en pacientes con deficiencia de la enzima GSH 

peroxidasa en los eritrocitos (Meister, 1991). 

 

Por lo tanto, la modulación de los niveles intracelulares de GSH puede ofrecer 

una terapia potencial para las enfermedades humanas asociadas a la deficiencia de GSH 

y al estrés oxidativo. De hecho, se ha propuesto la utilización de antioxidantes como el 

GSH, NAC, ascorbato, α-tocoferol, ácido lipólico, β-caroteno, así como la enzima 

superóxido dismutasa para la mejora del tratamiento de estas enfermedades (Larrea, 

1998; Nakamura, 2002; Jaruga, 2002). 

 

II. 4. 5. 2. GLUTATIÓN Y PATOLOGÍA TUMORAL 

 

La conexión entre el contenido intracelular de GSH y la carcinogénesis ha sido 

perfectamente establecida. En este sentido, se ha demostrado que la administración de 

carcinógenos induce un aumento de los niveles de GSH celular, así como de la actividad 

de la enzima γ-GT (Meister, 1983). Se ha observado también que múltiples tipos 

tumorales, como neoplasias de ovario (Lee, 1989), cabeza y cuello (Guichard, 1990), 

pulmón (Kawai, 2002), hepáticos (Ahmad, 1986), etc., presentan incrementada su 

capacidad para sintetizar GSH y que los niveles de este tripéptido están preferentemente 

más elevados cuando las células tumorales proliferan activamente (Russo, 1986; 

Obrador, 1997).  

 

En el caso del melanoma, el GSH tiene una función esencial en el particular 

metabolismo de este tipo tumoral, participando, entre otras, en la biosíntesis de la 

melanina (Meister, 1983). Diversos estudios demuestran que las células del melanoma 

contienen niveles significativamente más elevados de este tiol que los melanocitos no 

tumorigénicos.  
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Este hecho se ha relacionado con la inherente radio y quimiorresistencia del 

melanoma, limitando, de forma considerable, la eficacia terapéutica del tratamiento 

convencional (Thrall, 1991). 

 

La evidencia de que el GSH es un factor determinante en la terapia del cáncer 

fue descubierta por los radiólogos en 1950, quienes observaron que la disminución de 

los niveles de GSH sensibiliza a las células a la acción de las radiaciones ionizantes 

(O´Dwyer, 1995). En base a este hecho, la disminución de los niveles de GSH mediante 

la utilización de agentes reductores de este tripéptido o inhibidores de su síntesis, ha 

sido empleada como terapia adyuvante de la radio y quimioterapia del cáncer. 

 

En el caso particular del melanoma, es un hecho bien constatado la importante 

reducción de la viabilidad celular y la considerable sensibilización a los agentes 

citotóxicos inducidos por la reducción de los niveles de GSH (Prezioso, 1994). En este 

sentido, el agente más utilizado para inducir la disminución de los niveles de este tiol ha 

sido el BSO (O´Dwyer, 1995). Sin embargo, la utilización del BSO provoca no sólo la 

sensibilización de las células tumorales a los agentes antineoplásicos, sino que de forma 

simultánea también lo produce sobre las células sanas. Esto ha sido observado en 

estudios clínicos, como el realizado por Bailey y cols. (1997), quienes combinando el 

BSO y melfalán, observaron un aumento importante de la toxicicidad medular respecto 

al producido por la administración aislada del agente alquilante. Esta toxicidad limita, 

de facto, la potencialidad terapéutica del BSO y de otros agentes reductores del GSH no 

selectivos (Alaoui-Jamali, 1995). 

 

La modulación selectiva del metabolismo del glutatión podría, por tanto, ser un 

método efectivo para conseguir una sensibilización de las células tumorales y/o una 

protección de las células sanas frente a los agentes tóxicos endógenos y exógenos. La 

posibilidad de esta modulación selectiva del GSH depende de las diferencias 

fisiológicas existentes entre las células normales y las células tumorales, las cuales bajo 

la exposición a un modulador selectivo del GSH conduciría a diferentes respuestas en 

ambos tipos celulares.  
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Un incremento de los niveles de GSH o de la capacidad de su síntesis por parte 

de las células normales, aumentaría su resistencia celular, con el consiguiente efecto 

protector. Por el contrario, una disminución en el contenido de GSH o de la capacidad 

celular para la síntesis de este tripéptido en las células tumorales, aumentaría su 

sensibilidad a los efectos de los agentes antitumorales como las radiaciones ionizantes y 

a ciertas sustancias quimioterápicas. De esta manera, el desarrollo de protocolos clínicos 

que combinen la radio y/o quimioterapia con agentes que induzcan una modulación 

selectiva de los niveles de GSH podría ser de gran utilidad en el tratamiento antitumoral 

(Russo, 1986).  

 

El estudio de la enzimología del metabolismo del glutatión ha facilitado la 

síntesis de una serie de inhibidores enzimáticos selectivos que podrían resultar eficaces 

en este tipo de modalidad terapéutica (Meister, 1983). Entre estos compuestos figura el 

L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilato (OTZ), una prodroga de cisteína que induce el 

aumento de los niveles de GSH en los tejidos normales –músculo esquelético, páncreas, 

cerebro, linfocitos e hígado– (Williamson, 1982; Porta, 1991; Fukagawa, 2000). En 

estudios in vitro, el OTZ ha demostrado su utilidad como protector en linfocitos 

humanos contra la toxicidad de la mostaza nitrogenada (Gross, 1997), o en cultivo de 

fibroblastos humanos contra la toxicidad radioinducida. En ensayos in vivo en modelos 

murinos, ha demostrado su eficacia en proteger contra el daño hepático producido por el 

alcohol (Iimuro, 2000), reducir el grado de cistitis inducida por la ciclofosfamida 

(Safron, 1997) o disminuir la hepatotoxicidad producida por el acetominofeno (Moslen, 

1989), entre otros efectos.  

 

Actualmente, el OTZ está siendo utilizado en diversos ensayos clínicos para el 

tratamiento de distintas patologías relacionadas con la generación de mROS y la 

reducción de los niveles de GSH. Entre las enfermedades en las que se está ensayando 

el tratamiento con OTZ destacan, la esclerosis lateral amiotrófica (Cudkowicz, 1999), la 

arteriosclerosis (Vita, 1998), en pacientes sometidos a diálisis peritoneal (Moberly, 

1998) y en enfermos infectados con el virus del SIDA (Kalayjian, 1994; Barditch-

Crovo, 1998). 
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Paradójicamente, al contrario del efecto producido en los tejidos sanos, el OTZ 

reduce los niveles de GSH en algunas líneas tumorales murinas –carcinoma y sarcoma 

de rata– (Rose, 1996) y en ciertas líneas tumorales humanas –adenocarcinoma de mama, 

adenocarcinoma de ovario– (Russo, 1986; Chen, 1998).  

 

Por lo tanto, la utilización de este agente modulador selectivo del GSH podría 

ser de utilidad como adyuvante de los tratamientos quimio e inmunoterápicos que en la 

actualidad están siendo aplicados en el melanoma metastático. 
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El presente trabajo de investigación se centra en el estudio de la influencia del 

contenido intracelular del GSH en el comportamiento biológico del melanoma 

metastático y en su respuesta a la bioquimioterapia, en la actualidad uno de los 

abordajes terapéuticos más importantes utilizados en dicho proceso tumoral. 

 

Tomando en consideración la baja tasa de supervivencia y la importante 

toxicidad que, en la actualidad, presentan los pacientes con melanoma metastático 

sometidos a dicho tratamiento bioquimioterápico, se plantea como nueva estrategia 

terapéutica la modulación farmacológica selectiva de los niveles de GSH en el tejido 

sano y tumoral, con la siguiente hipótesis: 

 
“El tratamiento con L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilato (OTZ) modula 

selectivamente el contenido intracelular de GSH, reduciéndolo en las células del 

melanoma e incrementándolo en las células sanas, lo cual permite aumentar el índice 

terapéutico de la bioquimioterapia”. 

 

Para demostrar dicha hipótesis, en este estudio se han planteado los siguientes 

objetivos concretos: 
 

1. Analizar el efecto del OTZ sobre los niveles intracelulares de GSH en las células 

sanas (células mononucleares de sangre periférica, PBMCs) y en las líneas 

celulares del melanoma murino B16F10 y del humano A375. 
 

2. Determinar si el tratamiento con OTZ permite obtener una sensibilización de las 

células del melanoma y una citoprotección de las PBMCs al tratamiento 

quimioterápico. 
 

3. Investigar si el tratamiento con OTZ anula el efecto protumoral de la IL-2, en las 

líneas tumorales de melanoma murino y humano. 
 

4. Determinar si la administración previa de OTZ permite llevar a cabo dosis de 

intensificación quimioterápica con toxicidad aceptable. 
 

5. Determinar el efecto del tratamiento con OTZ sobre el índice terapéutico del 

tratamiento bioquimioterápico. 
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IV. 1. MATERIAL 

 

IV. 1. 1. ANIMALES 

 

La experimentación in vivo fue realizada en ratones singénicos de la cepa 

C57BL/6 (laboratorios Iffa-Credo, L´Arbreole, Francia) [Figura 9]. En todas las 

experiencias se utilizaron ratones hembras de 6-8 semanas, con un peso de 20 ± 2 g, 

estabulados en grupos de 10 animales por jaula y mantenidos en condiciones óptimas de 

higiene, con alimentación y agua “ad libitum”. 

 

 

Figura 9. Ratones singénicos de la cepa C57BL/6. 

 

 
IV. 1. 2. CÉLULAS 

 

IV. 1. 2. 1. Células tumorales  

 

En este estudio, se han utilizado dos líneas de melanoma, melanoma murino 

B16F10 y melanoma humano A375.  

 

La línea tumoral de melanoma murino B16, fue aislada en los laboratorios 

Jackson (Maine, USA) en 1954 de una cepa de ratones negros C57BL/6. El melanoma 

B16 es un tumor de crecimiento anaplásico, productor de melanina, capaz de crecer en 

cultivo por tiempo indefinido.  
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Se utilizó la sublínea F10 [Figura 10A] seleccionada por I.J. Fidler en 1972 (MD 

Anderson Hospital and Tumor Institute, USA) por su alta capacidad metastática (Fidler, 

1973). 

  

La línea tumoral de melanoma humano A375 es una línea celular de crecimiento 

amelanótico derivada de una mujer de 54 años de edad, obtenida a partir de la colección 

Europea de cultivos celulares (The European Collection of Cell Cultures, ECCC). Esta 

línea, obtenida por D.J. Giard (1973), induce el crecimiento de tumores subcutáneos 

amelanocíticos cuando es inoculada en ratones atímicos [Figura 10B]. 

 

 

Figura 10. Células del melanoma murino B16F10 (A) y melanoma humano A375 (B). 
 

 
 
 

IV. 1. 2. 2. Células mononucleares de sangre periférica 

 

Se realizaron estudios con células mononucleares, linfocitos y monocitos, 

extraídas de sangre periférica (PBMCs, del inglés peripheral blood mononuclear cells) 

de ratones singénicos C57BL/6 y de donantes humanos sanos. 

 

A B 

400x 200x 
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IV. 1. 3. MATERIAL DE CULTIVOS CELULARES 

 

IV. 1. 3. 1. Frascos y placas de cultivo 

 

El cultivo de las líneas celulares fue realizado en frascos desechables de 25 y 75 

cm2 de superficie (Orange Scientific) y en placas de cultivo de 24 y 96 pocillos (Costar). 

 

IV. 1. 3. 2. Medios de cultivo 

 

El mantenimiento de las células tumorales en cultivo se realizó con el medio de 

cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, del inglés Dulbecco´s Modified 

Eagle´s Medium, Gibco BRL™) suplementado con penicilina (100 UI/ml, Biochrom 

KG), estreptomicina (100 µg/ml, Biochrom KG), anfotericina B (100 µg/ml, Biochrom 

KG) y suero bovino fetal (SBF, Flow Lab.). 

 

Por otro lado, el cultivo de las PBMCs se efectuó con RPMI-1640 (Gibco 

BRL™) suplementado con SBF. 

  

IV. 1. 3. 3. Soluciones tamponadas  

 

� Tampón fosfato en solución salina (PBS, del inglés phosphate buffered 

saline) a pH 7.3, utilizado en la manipulación de los cultivos celulares. 

 

� PBS-EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 2 mM, empleado para separar 

las células adherentes de la base del frasco de cultivo.  

 

� Solución salina equilibrada de Hanks (HBSS, del inglés Hank´s Balanced 

Salt Solution, Gibco BRL™), suplementado con la solución tamponada 

Hepes (Gibco BRL™) 15 mM, utilizado en la suspensión de las células 

tumorales para la inoculación en los animales. 
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� Suero fisiológico (Laboratorios Mein, S.A.), utilizado como solvente para la 

administración de los fármacos en la experimentación in vivo. 

 

IV. 1. 3. 4. Anticuerpos monoclonales 

 

� Inmunoglobulina de ratón (IgG1, κ) anti CD25/IL-2R humano conjugado 

con Ficoeritrina-Cianina7 (PE-Cy7, BD Pharmingen™): utilizado para la 

determinación del receptor α de la IL-2 (IL-2Rα) en el melanoma A375 y 

en las PBMCs humanas. El clon empleado fue M-A251. 

 
� El anticuerpo isotípico utilizado en las experiencias fue IgG1, κ de ratón 

marcado con PE-Cy7 (BD Pharmingen™) y el clon usado fue MOPC-21. 

 

Los medios de cultivo, soluciones tamponadas y anticuerpos utilizados fueron 

almacenados a 4ºC. 

 

IV. 1. 4. FÁRMACOS 

  

En todas las experiencias, las disoluciones de los fármacos empleados fueron 

preparadas en el momento de realizar el estudio. 

 

IV. 1. 4. 1. CITOSTÁTICOS 

 

IV. 1. 4. 1. 1. Ciclofosfamida  

  

Para los estudios in vivo se utilizó el agente alquilante ciclofosfamida (CY; 

Genoxal�, Funk) en viales en polvo de 1 g. Este fármaco es un agente citostático que 

precisa de la metabolización previa por los enzimas microsomales hepáticos. Tiene un 

amplio espectro antineoplásico y gran poder inmunosupresor. El producto fue 

almacenado a 4ºC. 
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IV. 1. 4. 1. 2. Acroleína 

  

En la experimentación in vitro se utilizó la acroleína (AC; Sigma-Aldrich 

Chemical Co.), uno de los metabolitos activos de la ciclofosfamida que reacciona con el 

GSH, disminuyendo sus niveles intracelulares (Norton, 1997). Este producto se presenta 

en forma líquida y fue almacenado a 4ºC. 

 

IV. 1. 4. 2. MODULADORES BIOLÓGICOS DEL GLUTATIÓN  

 

IV. 1. 4. 2. 1. N-acetilcisteína  

  

El N-acetilcisteína (NAC, Sigma-Aldrich Chemical Co.) es un fármaco que 

aumenta los niveles de GSH intracelulares mediante el aporte de cisteína (Morini, 

1999). Se empleó en viales en polvo de 5 g y se almacenó a 4ºC.  

 

IV. 1. 4. 2. 2. L-butionina-[[[[S,R]]]]-sulfoximina  

 

La L-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO, Sigma-Aldrich Chemical Co.) es un 

inhibidor específico de la enzima γ-GCS, disminuyendo de este modo los niveles de 

GSH (Bailey, 1998). Este producto fue almacenado en viales en polvo de 5 g a 4ºC. 

 

IV. 1. 4. 2. 3. L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilato  

 

El L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilato (OTZ, Sigma-Aldrich Chemical Co.) es un 

producto que por la acción de la enzima 5-OPasa se convierte en L-cisteína, péptido 

necesario para la síntesis de GSH (Chen, 1998). Este producto se presenta en viales de 1 

g y se almacenó a 4ºC. 
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IV. 1. 4. 3. CITOCINA 

 

IV. 1. 4. 3. 1. Interleucina-2  

 

La Interleucina-2 (IL-2) es una citocina básica en la respuesta inmunitaria 

(Margolin, 1997). Se empleó la IL-2 humana recombinante (Proleukin�, Chiron Iberia). 

Este fármaco se presenta en viales en polvo con una actividad específica de 18x106 UI. 

Estos viales se disolvieron en DMEM y fueron congelados a -80ºC. Para los 

experimentos in vivo se prepararon alícuotas de 2x105 UI por ml de DMEM y para los 

estudios in vitro las alícuotas preparadas fueron de 2x103 UI por ml de DMEM.  

 

IV. 1. 5. FLUOROCROMOS 

 

IV. 1. 5. 1. Monoclorobimano  

 

Para el marcaje del GSH, tanto para la medición por citometría de flujo como 

por fluorimetría de barrido de placa, se utilizó el fluorocromo monoclorobimano (mBCl, 

Molecular Probes, Eugene, OR).  

 

La especificidad de este fluorocromo por el GSH es debida al enzima GST, 

enzima que cataliza la conjugación del GSH con el mBCl, formándose un producto 

fluorescente (Kamencic, 2000) [Figura 11].  

 

Figura 11. Marcaje del GSH intracelular con mBCl en las células B16F10 (A) y 

PBMCs humanas (B) visualizado mediante microscopía de fluorescencia. 

A B 

400x 400x 
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Se prepararon disoluciones stock de 1 mg/ml en etanol puro que fueron 

almacenadas a -20ºC. La concentración que se utilizó para los ensayos fue 20 µM y 40 

µM para el marcaje de las células murinas (Shrieve, 1988) y PBMCs humanas (Chang, 

1999), respectivamente. 

 

IV. 1. 5. 2. O-ftaldehído  

  

La valoración del GSH en las células del melanoma humano A375 se realizó 

mediante un método fluorimétrico basado en la reacción del GSH con el fluorocromo 

O-ftaldehído (1,2-bencenodicarboxialdehído, OPT; Sigma-Aldrich Chemical Co.) a pH 

8 (Hissin, 1976). El OPT reacciona tanto con el grupo tiol como con la amina primaria 

del GSH dando lugar a un producto fluorescente (Puri, 1988). En el momento de la 

valoración se prepararon disoluciones de 10 mg/ml de metanol. 

 

IV. 1. 5. 3. Sulforrodamina-101  

 

La determinación de la proliferación de las células del melanoma se realizó por 

citofluorimetría, valorando el contenido proteínico de los cultivos celulares a través del 

marcaje con el fluorocromo Sulforrodamina-101 (S-101, FluoReporter� Fluorometric 

Cell Protein Assay Kit, Molecular Probes; Skehan, 1990) [Figura 12]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Marcaje de las proteínas con S-101 en las células B16F10 visualizado 

mediante microscopía de fluorescencia. 

 

400x 
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IV. 1. 5. 4. Ficoeritrina-Cianina7  

 

Para el análisis por citometría de flujo del IL-2Rα se utilizó la inmunoglobulina 

de ratón anti-humano marcada con la combinación de fluorocromos Ficoeritrina-

Cianina7 (PE-Cy7). 

 

IV. 1. 6. XTT  

  

La determinación de la proliferación de las PBMCs, se realizó mediante un 

ensayo colorimétrico utilizando el kit de proliferación XTT (Boehringer Mannheim). El 

XTT es una sal tetrazolio (color amarillo) que, en las células metabólicamente activas, 

por la actividad de la enzima deshidrogenasa presente en las mitocondrias, se 

transforma en el colorante formazán (color naranja). La medida espectrofotométrica de 

la absorbancia se realizó en el lector automático de microplacas (Roehm, 1991). 

 

IV. 1. 7. Quantikine® 
 

La valoración cuantitativa de la concentración de la IL-2 humana en el 

sobrenadante del medio de cultivo, fue realizada mediante el inmunoensayo 

Quantikine® (R&D Systems), un ensayo cuya medida espectrofotométrica se realiza en 

el lector automático de microplacas. 

 

IV. 1. 8. CITOFLUORÍMETROS 

 

IV. 1. 8. 1. FLUORÍMETRO DE BARRIDO DE PLACA 

 

Las medidas de GSH y proliferación celular fueron realizadas en un fluorímetro 

de barrido de placa (Fluoroskan Ascent, Labsystems) [Figura 13]. Los filtros utilizados 

para su determinación fueron: mBCl, λexc = 360 nm y λemi = 460 nm; OPT, λexc = 360 

nm y λemi = 450 nm, y S-101, λexc = 485 nm y λemi = 620 nm. 
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Figura 13. Fluorímetro de barrido de placa. 

 

 
IV. 1. 8. 2. CITÓMETRO DE FLUJO 

 

Las medida del GSH en las PBMCs y la determinación de la expresión del IL-

2Rα en células del melanoma y en las PBMCs se realizó en un citómetro de flujo 

Coulter EPICS 752 (EPICS division of Coulter corp., Hialeheat, USA) [Figura 14A] y 

en un citómetro FACSCalibur (BD Biosciences) [Figura 14B]. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 14. Citómetro de flujo Coulter EPICS 752 (A) y FACSCalibur (B). 
 

Para la excitación del mBCl se utilizaron las líneas 360 nm y 524 nm de un láser 

de helio-cadmio y la fluorescencia emitida fue recogida tras atravesar la combinación de 

filtros DL 488 nm y BK 488 nm. 
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Para la excitación del PE-Cy7 se utilizó la línea de 488 nm de un láser de argón 

y la fluorescencia emitida fue recogida tras atravesar la combinación de filtros DL 488, 

DL 550 nm y BP 525 nm. 

 

IV. 1. 9. LECTOR AUTOMÁTICO DE MICROPLACAS 

 

Las medidas de proliferación de las PBMCs se realizaron mediante la lectura 

espectrofotométrica de la absorbancia en un lector automático de microplacas (Elx800, 

Bio-Tek Instruments®) [Figura 15], utilizando el filtro de λ= 490 nm. Por otro lado, la 

medida de proteína total se realizó utilizando el filtro de λ= 630 nm y la medida de la 

IL-2 del medio de cultivo se obtuvo con el filtro de λ= 450 nm. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 15. Lector automático de microplacas. 
 

 

IV. 1. 10. MATERIAL PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS 

PARÁMETROS SANGUÍNEOS Y EL AISLAMIENTO DE LAS PBMCs  

 

La determinación del número de leucocitos, hematíes, hemoglobina y el 

hematocrito, se llevó a cabo en un contador Coulter Counter� (Coulter Electronics LTD, 

Luton, UK). 
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Para dichas determinaciones, la manipulación de la sangre periférica de los 

animales se llevó a cabo empleando el siguiente material: 

 

� Tubos Microtainer� con heparina litio (BD Biosciences), utilizados para 

anticoagular la sangre periférica. 

 
� Isotón�, diluyente sanguíneo. 

 
� Zap-oglobin�: es un agente hemolizante y un reactivo de cianohemoglobina 

para el contaje de leucocitos y la determinación de hemoglobina. 

 

Finalmente, el aislamiento de las PBMCs, se llevó a cabo mediante densidad de 

gradiente, utilizando para ello la solución de Ficoll-Paque� (Pharmacia Biotech; 

Boyum, 1968). El Ficoll-Paque� es una solución constituida por Ficoll 400, diatrizoato 

de sodio y edetato cálcico disódico en agua con una densidad de 1.077. Este producto se 

almacena a 4ºC y protegido de la luz. 
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IV. 2. MÉTODOS 

 

IV. 2. 1. CULTIVOS CELULARES 

 

IV. 2. 1. 1. Mantenimiento de las células del melanoma murino B16F10, 

melanoma humano A375 y PBMCs humanas 

 

La manipulación de los cultivos celulares se llevó a cabo en cabinas de flujo 

laminar vertical (Bio48, Faster). La línea celular tumoral B16F10 fue cultivada en 

frascos, en DMEM suplementado con antibióticos y SBF al 5%. El mantenimiento de 

los cultivos se llevó a cabo en un incubador (Heraeus) a 37ºC en una atmósfera de 5% 

de CO2. Los cultivos con la línea del melanoma humano A375 se mantuvieron en las 

mismas condiciones con un 10% de SBF. 

 

Cuando los cultivos alcanzaban la semiconfluencia, las células fueron 

despegadas de la superficie del frasco por la exposición a PBS-EDTA 2 mM. 

Posteriormente, fueron subcultivadas a la concentración más adecuada dependiendo de 

las experiencias a realizar. 

 

Las PBMCs humanas fueron cultivadas en placas de 96 pocillos en RPMI-1640 

suplementado con SBF al 2% y fueron estimuladas aplicando al medio de cultivo 

fitohemaglutinina-M (PHA-M, 10 µg/ml; Sigma-Aldrich Chemical Co.). 

 

IV. 2. 1. 2. Siembra de las suspensiones celulares en placas  

  

Una vez obtenidos los cultivos celulares semiconfluentes, se retiró el medio de 

cultivo y posteriormente las células fueron incubadas en una solución de PBS-EDTA 2 

mM, durante 5 min a 37ºC. Se añadió DMEM y se recogió la suspensión celular en 

tubos de centrífuga. Estos tubos se centrifugaron a 500 g (Labofuge 400R, Heraeus) 

durante 5 min a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en DMEM. 
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El recuento celular se efectuó en un hemocitómetro Burker�, determinándose la 

viabilidad celular por el método de exclusión del azul tripán (Gibco BRL™). En todos 

los ensayos realizados la viabilidad mínima fue del 95%. 

 

De la suspensión de las células del melanoma B16F10, se procedió a la siembra 

en placas de 24 pocillos de 104 células por ml de DMEM suplementado con SBF al 5% 

y antibiótico. 

 

En los estudios con la línea tumoral humana A375, se procedió a la siembra en 

placas de 24 pocillos de 2×104 células por ml de DMEM suplementado con SBF (10% y 

2%) y antibiótico.  

 

Los estudios con las PBMCs humanas se realizaron en microplacas de 96 

pocillos, sembrando 5×104 células en 200 µl de RPMI-1640. En ciertos experimentos, 

dicha siembra fue realizada en tubos de cristal cónicos estériles de 10 ml, sembrando 

106 células por ml de RPMI-1640. 

 

IV. 2. 2. EXTRACCIÓN DE LAS PBMCs MURINAS Y HUMANAS DE 

SANGRE PERIFÉRICA 

  

Para la extracción sanguínea, los ratones fueron anestesiados y dispuestos en 

decúbito supino. Tras la limpieza de la región se realizó una incisión abdominal, se 

visualizó la aorta y se extrajo 0.2 ml de sangre con una jeringa de 25 G (BD 

Biosciences; Morton, 1993). La sangre obtenida fue anticoagulada en tubos 

Microtainer� con heparina-litio. Esta muestra sanguínea fue distribuida cuidadosamente 

en tubos Eppendorf (Eurotubo�, Deltalab), en los que previamente se había dispuesto 

0.8 ml de Ficoll-Paque® a 20°C. A continuación, los tubos son mantenidos a 

temperatura ambiente durante 30 min.  
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El gradiente de densidad permite eliminar los eritrocitos, las células 

polimorfonucleares y las células muertas, de forma que dichas células se encontrarían 

por debajo del Ficoll-Paque®, y separar las PBMCs que se encuentran en una fase por 

encima del Ficoll-Paque®. 

 

La muestra de sangre humana fue extraída de la vena cubital interna mediante 

una venopunción. El sistema de obtención de la sangre fue mediante tubos estériles de 5 

ml al vacío con el anticoagulante heparina-litio (Venojet® II, Terumo®). A 15 ml de 

sangre heparinizada se añadió igual cantidad de DMEM a 37°C y se mezcló hasta 

obtener una suspensión homogénea. 

 

La suspensión celular fue distribuida muy lentamente a razón de 5 ml, en tubos 

de poliestireno (Eurotubo®, Deltalab), en los que previamente se había dispuesto 1.5 ml 

de Ficoll-Paque® a 20°C. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 667 g 

durante 30 minutos a 20°C, con aceleración rápida y sin freno. 

 

Una vez finalizada la centrifugación, los eritrocitos, las células 

polimorfonucleares y las células muertas se encuentran depositadas en el fondo del 

tubo, y las PBMCs están en la interfase entre el medio y el Ficoll-Paque®. 

 

 Con ayuda de una pipeta estéril se recogieron los anillos celulares situados en la 

interfase entre el Ficoll-Paque® y el medio de cultivo. Las células se diluyeron en 

DMEM en un tubo mantenido a 0°C y fueron lavadas dos veces mediante 

centrifugación con el fin de eliminar los restos tóxicos. Tras el último lavado se 

procedió al contaje y siembra de las células. 
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IV. 2. 3. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE 

GLUTATIÓN  

  

IV. 2. 3. 1. Análisis del contenido intracelular de GSH en las células del 

melanoma B16F10 

 

Las células fueron sembradas en placa y tras el tiempo de exposición a diferentes 

tratamientos, se lavaron 2 veces con PBS y se añadió 500 µl de una solución de PBS 

con 20 µM de mBCl durante 1 h, a 37ºC y en oscuridad. La cuantificación del contenido 

intracelular de GSH de los cultivos con mBCl se llevó a cabo con un fluorímetro de 

barrido de placa. Los resultados fueron expresados en unidades arbitrarias (UA) de 

fluorescencia, tras las correspondientes correcciones de la autofluorescencia emitida por 

las células previo a su marcaje con mBCl (Shrieve, 1988). 

 

IV. 2. 3. 2. Análisis del contenido intracelular de GSH y cantidad de 

proteína en las células A375 

 

Debido a una menor actividad GST presente en las líneas tumorales humanas 

(Benathan, 1997), el análisis del contenido de GSH no pudo ser realizado con el 

fluorocromo mBCl, siendo sustituido por el fluorocromo OPT. El análisis del contenido 

intracelular de GSH en las células del melanoma humano A375 se expresó en nmol de 

GSH/mg de proteína celular, para lo cual se analizó el contenido intracelular de GSH y 

la proteína del cultivo celular como se describe a continuación: 

 

IV. 2. 3. 2. 1. Valoración del contenido de GSH 

 

La determinación del contenido intracelular de GSH en células del melanoma 

humano A375 se realizó siguiendo el método descrito por Hissin y cols. (1976). Tras el 

tiempo de incubación con el tratamiento, las células adheridas fueron lavadas 2 veces 

con PBS, se eliminó el sobrenadante y se procedió a la congelación de las placas en N2 

líquido.  
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En el momento de la valoración se añadió a cada pocillo 150 µl de una solución 

de homogenización [EDTA 2 mM y ácido tricloroacético 5% (TCA, Fluka)]; tras una 

breve sonicación de la placa (10 segundos) para la ruptura de la membrana celular, se 

centrifugó a 1000 g durante 30 min a 4ºC. De cada pocillo se recogieron 2 muestras de 

50 µl y se pusieron en una placa de 96 pocillos; posteriormente, se añadió a cada pocillo 

una mezcla de 175 µl de PBS 0.1 M con EDTA a pH 8, 15 µl de NaOH 1 M y 10 µl de 

solución OPT (10 mg/ml de metanol) durante 30 min y en oscuridad. En cada ensayo se 

obtuvo una curva patrón de GSH (Sigma-Aldrich Chemical Co.) a partir de una 

concentración de 10 mM, preparándose diluciones sucesivas con la solución de 

homogenización descrita anteriormente.  

 

La cuantificación se llevó a cabo con un fluorímetro de barrido de placa, 

obteniendo los resultados en nmol de GSH una vez interpolados los valores de 

fluorescencia en la curva de calibración.  

 

IV. 2. 3. 2. 2. Valoración de la proteína celular 

  

La valoración de la proteína celular se realizó mediante el método descrito por 

Lowry y cols. (1951). Este método se basa en la formación de un complejo coloreado 

entre el Cu++ y los nitrógenos de los enlaces peptídicos (reacción de Biuret). Para 

aumentar el color formado en esta reacción e incrementar la sensibilidad, se hace 

reaccionar posteriormente con el reactivo de Folin-Ciocalteus (Merck), que al ser 

reducido por los residuos de aminoácidos aromáticos tirosina y triptófano da un color 

azulado. 

 

Tras finalizar las incubaciones con los tratamientos, las células se lavaron 2 

veces con PBS y se añadió en cada pocillo 150 µl de NaOH 0.5 N. Una vez 

homogeneizada la muestra, se añadió 375 µl de la solución de carbonato sódico 

(Panreac) al 4% en agua destilada, tartrato de sodio y potasio (Panreac) al 4% en agua 

destilada y sulfato de cobre (Panreac) al 2% en agua destilada, mezclado en la 

proporción 100:1:1. Tras 10 min, se añadió 75 µl de la solución del reactivo Folin-

Ciocalteus (1:2 en agua destilada).  
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Del contenido de estos pocillos se transfirieron 2 muestras de 200 µl a una placa 

de 96 pocillos, se mantuvo 30 min en oscuridad y se procedió a la medición en el lector 

automático de microplacas. La curva patrón se realizó a partir de la solución de 

albúmina sérica bovina (BSA, del inglés bovine seric albumin; Sigma-Aldrich Chemical 

Co.) 1mg/ml en NaOH 0.5 N. Los resultados obtenidos del contenido de proteína fueron 

expresados en µg. 

 

IV. 2. 3. 3. Análisis del contenido intracelular de GSH en las PBMCs 

 

Las PBMCs fueron extraídas por un gradiente de densidad en Ficoll-Paque. A 

continuación, fueron resuspendidas a una concentración de 106 células en 500 µl de 

PBS e incubadas con 20 µM de mBCl durante 10 min y con 40 µM de mBCl durante 30 

min, a temperatura ambiente y en oscuridad, en las PBMCs murinas y humanas, 

respectivamente. La medida del GSH se realizó por citometría de flujo, analizando la 

intensidad de marcaje por unidad celular y expresando las valoraciones en unidades 

arbitrarias de fluorescencia. 

 

IV. 2. 4. DETERMINACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

 

IV. 2. 4. 1. Determinación de la proliferación de las células del melanoma 
 

La determinación de la proliferación celular se realizó siguiendo el método 

descrito por Skehan y cols. (1990). Después del tiempo de exposición a los diferentes 

tratamientos, las células se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron con 500 µl de TCA 

durante 1 h. Tras la fijación, se procedió al marcaje de las células con 500 µl de S-101 

durante 30 min, a temperatura ambiente y en oscuridad. El número de células por 

pocillo es proporcional a la intensidad de fluorescencia utilizando un fluorímetro de 

barrido de placa. 
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Para conocer el efecto que produce la combinación del agente modulador del 

GSH y el citostático en la inhibición del crecimiento celular respecto al tratamiento 

aislado de estos agentes, se calculó el Factor Modificador de Dosis (FMD) de acuerdo a 

la siguiente ecuación (Tharll, 1991): 

 
donde, valores de FMD > 1 indican sinergia entre los fármacos y valores entre 0 y 1 

señalan efecto aditivo. 

 

IV. 2. 4. 2. Determinación de la proliferación de las PBMCs  

 

La determinación de la proliferación de las PBMCs se realizó siguiendo un 

método colorimétrico descrito por Roehm y cols. (1991), utilizando el kit de 

proliferación XTT. Después del tiempo de exposición a los diferentes tratamientos, se 

procedió a la adición de 100 µl de XTT e incubación durante 6 h en la estufa con 5% de 

CO2 a 37ºC. La valoración de la absorbancia emitida fue realizada en un lector 

automático de microplacas, de manera que el número de células por pocillo fue 

proporcional a la absorbancia obtenida. 

 

IV. 2. 5. DETERMINACIÓN DEL IL-2Rαααα EN CÉLULAS A375 Y PBMCs 

POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

 

La determinación del IL-2Rα se realizó mediante inmunofluorescencia directa. 

Después de los tratamientos, las células (106) fueron incubadas con 5 µl del anticuerpo 

anti-IL-2Rα marcado con PE-Cy7 a temperatura ambiente, durante 30 min. Una vez 

finalizada la incubación, las células fueron lavadas con la solución PBS-0.1% azida 

sódica-1% SBF y se centrifugó a 500 g durante 5 min. Posteriormente, las células 

marcadas fueron fijadas con 100 µl de la solución formaldehído al 2% en PBS a 4ºC y 

el porcentaje de células positivas y la fluorescencia emitida fue determinada mediante 

citometría de flujo. Los resultados se expresaron como intensidad de fluorescencia de 

las células que presentaron el anticuerpo menos la intensidad en su ausencia, indicando 

los valores en UA. 

FMD = 
% inhibición por el modulador + droga 

% inhibición por el modulador + % inhibición droga 
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IV. 2. 6. DETERMINACIÓN DEL CONSUMO / SECRECIÓN DE LA IL-2 

EN LAS CÉLULAS A375 

 

La determinación de la cantidad de IL-2 presente en el medio se realizó 

utilizando el kit Quantikine®. Tras la exposición de las células a los distintos 

tratamientos, se recogió el medio de cultivo, y se procedió a la centrifugación a 1000 g 

durante 10 min. Posteriormente, el sobrenadante se almacenó a -20ºC hasta su 

procesamiento.  

 

En el momento de la valoración, se añadió 100 µl de diluyente a los pocillos de 

la microplaca –placa cubierta de anticuerpo monoclonal murino anti-IL-2 humana–. A 

continuación, se añadió a los pocillos 100 µl de la muestra a valorar. Esta placa se 

incubó a temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente, se retiró la solución y se 

lavó 3 veces con la solución tampón. Una vez realizados los lavados, se añadió a los 

pocillos 200 µl del conjugado de la IL-2, e incubó durante 2 h a temperatura ambiente. 

Seguidamente, se retiró el conjugado y se procedió al lavado con la solución tampón. A 

continuación, se añadió 200 µl de la solución sustrato y se incubó durante 20 min en 

oscuridad y a temperatura ambiente. Una vez finalizada la incubación, se añadió a cada 

pocillo 50 µl de la solución de parada de la reacción y se midió en el lector automático 

de microplaca dentro de los 30 min. Los resultados fueron expresados en pg/ml. 

 

IV. 2. 7. PROTOCOLO QUIRÚRGICO PARA LA INDUCCIÓN DE 

METÁSTASIS EXPERIMENTALES HEPÁTICAS DEL MELANOMA B16F10 

 

IV. 2. 7. 1. Preparación de las suspensiones celulares para su inoculación en 

los animales 

 

Para la inoculación a los animales, las células del melanoma B16F10 fueron 

resuspendidas en una disolución de HBSS y el tampón Hepes (15 mM) a una 

concentración de 2.5×106 células por ml. 
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IV. 2. 7. 2. Inoculación intraesplénica de las células tumorales 

 

Los animales fueron anestesiados mediante la administración intraperitoneal (ip) 

de pentobarbital sódico (Nembutal�), a una dosis de 60 mg/Kg. Se dispusieron en 

decúbito lateral derecho, y tras la limpieza de la pared abdominal, se realizó una 

incisión subcostal izquierda. Se evisceró el bazo con una tracción cuidadosa de su 

pedículo y se pasó un hilo de sutura por debajo de la arteria y vena esplénicas, aislando 

de este modo el pedículo esplénico sin ligarlo [Figura 16]. 

  

 

 

Figura 16. Inoculación intraesplénica de las células B16F10 en ratones C57BL/6. 

 

 

Se procedió a la inoculación de 2.5×105 células en 0.1 ml de la suspensión 

celular con una jeringa de 25 G. Se aplicó espongostan� en la zona de la inoculación. 

 

IV. 2. 7. 3. Esplenectomía 

 

A los 5 min de la inoculación de las células tumorales se anuda la sutura ligando, 

de este modo, el pedículo esplénico. Se realizó la extracción del bazo cortando su 

pedículo. Posteriormente, se cerró la cavidad abdominal en un sólo plano con hilo de 

seda trenzada de 3/0 (Prolene�). 
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IV. 2. 8. ADMINISTRACIÓN DE LOS FÁRMACOS 

 

Todos los fármacos utilizados, una vez pesada la dosis a administrar, se 

disolvieron en suero fisiológico y se administraron a los animales vía ip. Previamente, 

los ratones fueron pesados, adecuando la dosis a administrar al peso del animal. 

 

IV. 2. 9. EVALUACIÓN DE LA SUPERVIVENCIA, TOXICIDAD E 

ÍNDICE ACTIVIDAD / TOXICIDAD 

 

IV. 2. 9. 1. Evaluación de la supervivencia 

 

Los animales fueron vigilados de forma diaria, mañana y tarde, realizándose la 

evaluación de la supervivencia en días, desde el momento de la inoculación tumoral 

hasta la muerte.  

 

El Incremento de la Supervivencia (IS) se calculó según la fórmula, 

 

IS = (T/C) x 100 

 

donde T y C son la media de la supervivencia en días de los grupos tratados y 

control, respectivamente (Prezioso, 1992). 

 

Al igual que lo establecido por otros autores (Guilbaud, 1996), se procedió 

también a la cuantificación de los animales que presentaron un Largo Tiempo de 

Supervivencia (LTS), el cual fue establecido en un periodo de tiempo ≥ 50 días.  

 

IV. 2. 9. 2. Determinación de la toxicidad 

 

Los parámetros que se utilizaron para determinar la toxicidad en los ratones 

fueron la pérdida de peso, la toxicidad hematológica y la toxicidad letal. 
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IV. 2. 9. 2. 1. Evaluación de pérdida de peso de los animales 

 

Para evaluar las modificaciones de peso, todos los animales fueron pesados los 

días 1, 9, 15 y 30 después de la inoculación tumoral.  

 

Las Modificaciones del Peso del Animal (MPA) se relativizaron al día 1 del 

inicio del tratamiento según la fórmula: 

 

 

donde i corresponde al día 9 (día siguiente de finalizar el tratamiento), o bien, al 

día 15 o 30 postinoculación tumoral para la evaluación de la evolución del peso de los 

animales durante el experimento (Prezioso, 1992). Asimismo, se determinó la máxima 

pérdida de peso (MPP) del animal alcanzado durante el estudio.  

 

IV. 2. 9. 2. 2. Evaluación de la toxicidad hematológica 

 

La evaluación de los parámetros hematológicos se llevó a cabo al día siguiente 

de finalizado el tratamiento (día 9). Para ello, se procedió a la extracción de sangre a 5 

ratones de cada grupo, elegidos aleatoriamente. 

 

IV. 2. 9. 2. 3. Determinación de la toxicidad letal 

 

Durante los tratamientos in vivo, los animales fueron vigilados diariamente para 

la evaluación de la toxicidad letal, la cual fue determinada cuando la muerte del animal 

se produjo durante el tiempo de tratamiento, o bien tras finalizar el mismo cuando el 

peso hepático era inferior a 1.2 ± 0.05 g –peso medio del hígado en ratones C57BL/6 

sanos–.  

 

MPA = 
Media del peso día i 

× 100 
Media del peso día 1 



IV. Material y Métodos  

83 

 

IV. 2. 9. 3. Determinación del Índice Actividad / Toxicidad 

 

Para la evaluación del beneficio terapéutico obtenido por los tratamientos se 

calculó el índice actividad / toxicidad (IAT)  según la siguiente fórmula: 

 

IAT = [TS / CS] × [(Tleuco / Cleuco)1/2] 

 

donde TS y CS son la media de supervivencia en días de los grupos tratados y 

control, y Tleuco y Cleuco son la media de los leucocitos de los grupos tratados y control, 

respectivamente, en el día 9 tras la inoculación tumoral. Los valores IAT mayores de 1 

indican un índice terapéutico positivo. 
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IV. 3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

 

Para llevar a cabo los objetivos planteados previamente, se establecieron los 

procedimientos experimentales in vitro e in vivo que a continuación se relacionan. 

 

IV. 3. 1. ESTUDIOS IN VITRO  

 

IV. 3. 1. 1. Estudio del efecto del NAC, BSO y OTZ sobre los niveles de GSH 

y proliferación de las células del melanoma B16F10 y A375 

 

Las células B16F10 fueron tratadas con los moduladores del GSH a diferentes 

concentraciones con el fin de determinar la concentración óptima. 

 

Los agentes moduladores del GSH, las concentraciones y los tiempos de 

exposición utilizados fueron los siguientes: 

 

1.  NAC: 5 y 10 mM durante 4 h 

2.  BSO: 50 y 100 µM durante 24 h 

3.  OTZ: 0.5, 1, 1.5, 2.5 y 5 mM durante 48 h  

 

En lo que se refiere a las células A375, éstas fueron tratadas con OTZ a 

concentraciones de 1, 2.5 y 5 mM durante 48 h con el fin de determinar la concentración 

óptima. 
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IV. 3. 1. 2. Estudio del efecto de la acroleína (AC) sola y en combinación con 

NAC, BSO y OTZ sobre los niveles de GSH y proliferación de las células del 

melanoma B16F10 y A375 

 

En estos ensayos experimentales, las células fueron tratadas con dosis bajas 

(0.03 µM) de AC durante 1 h. En los tratamientos combinados, el tratamiento de los 

moduladores fue previo al tratamiento con AC, con diferentes tiempos de exposición y a 

la concentración óptima dependiendo del tipo de modulador. 

  

IV. 3. 1. 3. Determinación de la expresión del IL-2Rαααα en las células A375 y 

PBMCs humanas 

 

En este estudio se determinó si la línea de melanoma A375 expresaba de manera 

constitutiva el IL-2Rα e, igualmente, la expresión de dicho receptor en las PBMCs 

estimuladas con PHA-M. 

 

IV. 3. 1. 4. Estudio del efecto de la IL-2 sola y en combinación con OTZ 

sobre los niveles de GSH y proliferación de las células del melanoma B16F10, A375 

y PBMCs humanas 

 

En los estudios in vitro llevados a cabo con la IL-2, se empleó una dosis de 200 

UI/ml. En los tratamientos combinados OTZ + IL-2, el tratamiento con OTZ fue previo 

a la adición de IL-2 a los cultivos celulares. Estos ensayos fueron realizados en un 

medio de cultivo con SBF al 2%. 

 

En los estudios con la línea de melanoma B16F10, se utilizó el tratamiento con 

OTZ (1mM, durante 1h), IL-2 (200 UI/ml) y OTZ + IL-2, y se determinaron los niveles 

de GSH y proliferación a diferentes tiempos de exposición. 

 

En los ensayos con la línea de melanoma A375, se utilizó el tratamiento con 

OTZ (2.5 mM, durante 1h), IL-2 (200 UI/ml) y OTZ + IL-2, e igualmente, se 

determinaron los niveles de GSH y proliferación a diferentes tiempos de exposición. 
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Las PBMCs fueron inicialmente estimuladas con PHA-M durante 4 h tras el cual 

se aplicó el tratamiento con OTZ (2.5 mM), IL-2 (200 UI/ml) y OTZ + IL-2, y, de la 

misma manera, se determinaron los niveles de GSH y proliferación a diferentes tiempos 

de exposición. 

  

IV. 3. 1. 5. Estudio del efecto de la IL-2 sola y en combinación con OTZ 

sobre la expresión del IL-2Rαααα en las células del melanoma A375 y PBMCs 

humanas 

 

Estos ensayos utilizando las células de melanoma A375 y las PBMCs humanas 

fueron realizados siguiendo el protocolo utilizado en el punto anterior. 

 

IV. 3. 1. 6. Estudio del efecto de la IL-2 sola y en combinación con OTZ 

sobre el consumo / secreción de IL-2 en las células del melanoma humano A375 

 

En estos estudios, las células A375 fueron tratadas con OTZ (2.5 mM), IL-2 

(200 UI/ml) y OTZ + IL-2 durante 24 h, y se determinó el efecto de dichos tratamientos 

en el consumo / secreción de la IL-2. 
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IV. 3. 2. ESTUDIOS IN VIVO 

 

En el manejo de los animales, dada la utilización de técnicas que incluyen la 

intervención quirúrgica y la administración de drogas que pueden influir en la severidad 

del procedimiento experimental, se siguieron las recomendaciones de la United 

Kingdom Coordinating Comittee on Cancer Research (UKCCCR) para la utilización de 

animales de experimentación del cáncer, enfocado al cuidado y bienestar de los mismos 

(UKCCCR, 1998). Asimismo, se han seguido las directrices de la Directiva del Consejo 

86/609/CEE sobre la protección de los animales de experimentación promulgada en 

España por el Real Decreto 223/1988. 

 

En todos los animales se procedió a la inducción de metástasis hepáticas del 

melanoma B16F10. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en series de 10 

individuos, para posteriormente recibir el tratamiento correspondiente, tras el cual 

fueron vigilados diariamente para el estudio de la supervivencia y de la toxicidad. 

  

A la muerte de cada animal se practicó la autopsia para la evaluación 

macroscópica de la afectación tumoral. 
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IV. 3. 2. 1. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD DE LOS 

RATONES TRATADOS CON OTZ DE FORMA INMEDIATA TRAS LA 

INOCULACIÓN INTRAESPLÉNICA DE LAS CÉLULAS DEL MELANOMA 

B16F10 

 

La finalidad de este estudio fue conocer el efecto del OTZ sobre la supervivencia 

de los animales inoculadas con las células del melanoma B16F10, así como examinar 

las dosis óptimas de dicho agente. 

 

Se establecieron las siguientes series de animales: 

  

Serie 0: Control 

Serie 1: OTZ 1 mmol/kg 

Serie 2: OTZ 2.5 mmol/kg 

Serie 3: OTZ 5 mmol/kg 

 

El tratamiento con OTZ fue administrado mediante una dosis diaria desde el día 

0 (5 h después de la inoculación intraesplénica de las células tumorales) hasta el día 8 

postinoculación tumoral [Figura 17]. 

 
 

 

 

Figura 17. Esquema del tratamiento con OTZ administrado de forma diaria tras la 

inoculación tumoral. 
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IV. 3. 2. 2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL OTZ Y BSO SOBRE LOS 

NIVELES DE GSH DE LAS PBMCs DE RATÓN. INFLUENCIA DE ESTOS 

MODULADORES SOBRE LA CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR DOSIS 

LETALES DE CY 

 

Con el fin de conocer el efecto del OTZ (2.5 mmol/kg) y del BSO (200 mg/kg) 

sobre el contenido de GSH en las células sanas, se realizó una cinética de los niveles de 

este tripéptido en las PBMCs de los ratones tras recibir dichos tratamientos. Dichas 

mediciones fueron llevadas a cabo (según el método del apartado IV. 2. 3. 3.) a la 1, 2, 4 

y 8 h en el caso del tratamiento con OTZ, y a la 1, 2, 4, 8, 16 y 24 h tras el tratamiento 

con BSO. 

  

Asimismo, se estudió el efecto de estos agentes sobre la disminución del GSH 

inducida en dichas células por dosis letales de CY. Para ello se establecieron los 

siguientes grupos experimentales: 

 

Serie 0: Control 

Serie 1: CY  

Serie 2: OTZ + CY  

 

El tratamiento con OTZ (2.5 mmol/kg) fue administrado 2 h antes y 30 min 

después del tratamiento con 500 mg/kg de CY.  
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IV. 3. 2. 3. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD DE LOS 

RATONES CON METÁSTASIS HEPÁTICAS DEL MELANOMA B16F10 

TRATADOS CON IL-2 SOLA Y EN COMBINACIÓN CON OTZ 

 

Con el objetivo de conocer el efecto terapéutico del tratamiento OTZ + IL-2, se 

establecieron las siguientes series experimentales:  

  

Serie 0: Control 

Serie 1: IL-2 

Serie 2: OTZ (pauta continua, pc) 

Serie 3: OTZ (pauta discontinua, pd) 

Serie 4: OTZ (pc) + IL-2 

Serie 5: OTZ (pd) + IL-2 

 

La IL-2 fue administrada diariamente en una dosis única de 50000 UI, desde el 

día 3 al 8 postinoculación tumoral [Figura 18A]. 

 

El tratamiento con OTZ fue administrado con una dosis de 2.5 mmol/kg. En las 

series 2 y 4, el OTZ se administró de forma continua en una dosis única desde el día 3 al 

día 8 [Figura 18B-18D]. En las series 3 y 5, el OTZ fue administrado de forma 

discontinua los días 3, 6 y 8 [Figura 18C-18E]. 

 

En el tratamiento combinado, el OTZ fue administrado 2 h antes del tratamiento 

con IL-2. 
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Figura 18. Esquema de las pautas de administración con IL-2 (A), OTZ (pc, B), OTZ 

(pd, C), OTZ (pc) + IL-2 (D) y OTZ (pd) + IL-2 (E). 
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IV. 3. 2. 4. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD DE LOS 

RATONES CON METÁSTASIS HEPÁTICAS DEL MELANOMA B16F10, 

TRATADOS CON DOSIS ALTAS DE CY SOLA Y EN COMBINACIÓN CON 

BSO Y OTZ 

 

El objetivo de este estudio fue conocer la influencia de los moduladores de GSH, 

OTZ y BSO sobre el efecto terapéutico de la CY. Para ello, las diferentes series 

recibieron los siguientes tratamientos: 

 

Serie 0: Control 

Serie 1: CY 

Serie 2: OTZ (pd) 

Serie 3: BSO 

Serie 4: OTZ (pd) + CY 

Serie 5: BSO + CY 

 

 

El tratamiento con CY consistió en un único ciclo administrando 250 mg/kg los 

días 3 y 8 tras la inoculación tumoral, siguiendo el protocolo utilizado por otros autores 

(Palomares, 1995) [Figura 19A]. 

 

El OTZ (2.5 mmol/kg) fue administrado los días 3 y 8, en doble dosis (2 h antes 

y 30 min después del tratamiento con CY), y en una única dosis el día 6 [Figura 19B-

19D]. 

 

El tratamiento con BSO (200 mg/kg) fue administrado en una única dosis, 16 h 

antes del tratamiento con CY, esto es, los días 2 y 7 postinoculación tumoral, siguiendo 

la pauta descrita por otros autores [Figura 19C-19E]. 
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Figura 19. Esquemas de las pautas de administración con CY (A), OTZ (pd, B), BSO 

(C), OTZ (pd) + CY (D) y BSO + CY (E). 
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IV. 3. 2. 5. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADICIÓN DE OTZ SOBRE 

EL TRATAMIENTO BIOQUIMIOTERÁPICO CON INTENSIFICACIÓN DE 

DOSIS DE CY E IL-2: ANÁLISIS DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD DE 

LOS RATONES CON METÁSTASIS HEPÁTICAS DEL MELANOMA B16F10  

  

El presente estudio experimental se planteó con el objetivo de conocer si la 

modulación de GSH, a través del tratamiento con OTZ, puede obtener un mayor 

beneficio terapéutico del tratamiento bioquimioterápico con CY + IL-2, así como 

permitir llevar a cabo una intensificación de dosis de CY. Para ello, se establecieron los 

siguientes grupos experimentales: 

 
Gupo I: 

• Control 

• CY 50 mg/Kg 

• CY + IL-2 

• OTZ + CY  

• OTZ + CY + IL-2 

 
Gupo II: 

• Control 

• CY 250 mg/Kg 

• CY + IL-2 

• OTZ + CY  

• OTZ + CY + IL-2 

 
Gupo III: 

• Control 

• CY 500 mg/Kg 

• CY + IL-2 

• OTZ + CY 

• OTZ + CY + IL-2 
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En este estudio, los diferentes tratamientos fueron administrados con la siguiente 

pauta: 

 

• La CY fue administrada en una dosis única los días 3 y 8 tras la inoculación 

de las células tumorales. 

 

• El OTZ (2.5 mmol/kg) se administró de forma discontinua, los días 3 y 8, en 

doble dosis, 2 h antes y 30 min después del tratamiento con CY, y una única 

dosis el día 6. 

 

• El tratamiento con IL-2 (50000 UI/ml) fue administrado de forma secuencial 

al tratamiento con CY. Así, se procedió a su administración diaria en dosis 

única desde el día 4 al día 7 postinoculación tumoral. En las series en las que 

el tratamiento con IL-2 se combinó con OTZ, la IL-2 fue administrada 2 h 

después de dicho tratamiento [Figura 20]. 

 

 

 

 

Figura 20. Esquema de la pauta de administración del OTZ + IL-2 en combinación con 

la CY. 

 
 

1 3 4 5 6 70 2Días 8

OTZ+CY OTZ+CYOTZ

Células
Melanoma IL-2 IL-2 IL-2 IL-2

50 mg/kg
250 mg/kg
500 mg/kg

1 3 4 5 6 70 2Días 8

OTZ+CY OTZ+CYOTZ

Células
Melanoma IL-2 IL-2 IL-2 IL-2

50 mg/kg
250 mg/kg
500 mg/kg



IV. Material y Métodos  
 

96 

 

IV. 4. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

Los ensayos in vitro fueron repetidos, al menos, tres veces, y en cada uno de 

ellos, los tratamientos fueron realizados por cuadruplicado. Los experimentos in vivo 

fueron realizados por duplicado. 

 

Para el análisis estadístico de los resultados se ha utilizado el programa 

informático GraphPad Software (Prism 2.01), a excepción de los resultados de 

citometría de flujo que fueron procesados empleando el programa informático WinMDi 

2.8. 

 

IV. 4. 1. Media aritmética y desviación estándar 
 

La media aritmética ( x ) es el valor medio ponderado de una serie de datos y se 

obtiene sumando los valores observados ( ix ) y dividiendo entre el número total de 

observaciones (N), 

 

N

x
x i�=  

 
La desviación estándar (D.E.) es un indicador del grado de homogeneidad y 

refleja la dispersión de los datos estudiados para las distintas variables. Este estadístico 

se define como la raíz cuadrada de la varianza (S2). 

 

De esta manera, el valor de la S2 se define como el promedio de los cuadrados de 

las desviaciones que las observaciones tienen respecto a su media y se expresa, 
 

 

( )
N

xx
S i� −

=
2

2  

 

por lo que el cálculo de la D.E. se determina mediante la fórmula, 
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( )
N

xx
ED i� −

=
2

..  

 

IV. 4. 2. Nivel de significación 

  

Los resultados de un experimento requieren un tratamiento estadístico que 

permita orientar acerca de si la hipótesis de investigación debe ser rechazada o no, para 

lo cual se deberá establecer convencionalmente un determinado nivel de significación 

que permita diferenciar resultados estadísticamente significativos de aquellos que no lo 

son. 

 

El nivel de confianza utilizado en los experimentos es del 95%, es decir, las 

valoraciones son estadísticamente significativas cuando la probabilidad (p) debida al 

azar es menor que 0.05. 

 

IV. 4. 3. Comparación de medias: prueba t de Student 

 

La prueba de t Student es un método de análisis estadístico que compara las 

medias de dos categorías cuantitativas dentro de una variable dependiente, o las medias 

de dos grupos diferentes. Es una prueba paramétrica, es decir, que sirve para comparar 

variables numéricas de distribución normal. 

 
La prueba t Student establece el valor del estadístico t. Según sea dicho valor t, 

corresponderá un valor de significación estadística determinado. 

 

IV. 4. 4. Análisis de la varianza 

 

El análisis de la varianza (ANOVA) es una prueba estadística en que la 

comparación entre grupos se realiza a través de la varianza de la variable numérica y, en 

cada grupo de la variable categórica x. El objetivo de la varianza es comprobar si las 

diferencias entre las medias de distintos grupos son o no significativos.  
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La cifra estadística obtenida con el ANOVA es la razón F de Snedecor, 

determinada mediante la siguiente relación: 

 

 

tNt
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E F
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S
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Así, para un nivel de significación α, si F > Ft-1, N-t las medias de los grupos no 

son iguales, indicando, por lo tanto, que existen diferencias significativas entre los 

niveles. 

 

IV. 4. 5. Correlación y regresión 

 

La correlación trata de estudiar la relación o dependencia entre dos variables 

que intervienen en una distribución y la regresión consiste en ajustar lo más posible los 

puntos de un diagrama de dispersión a una curva. La relación entre dos variables puede 

ser lineal, polinómica (cuadrática, cúbica), exponencial, etc. 

 

IV. 4. 5. 1. Correlación simple y regresión lineal 

 

Si cada una de las variables, x e y, parecen encontrarse cerca de una recta (y = ax 

+ b) se dice que la correlación es lineal, y el coeficiente de correlación lineal o 

coeficiente de Pearson (r) lo designaremos por: 
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totalvariación 
explicadavariación ±=r  

   
  

 

Este coeficiente informa del grado de relación entre dos variables. Si la relación 

es lineal, r será ±1. El coeficiente será positivo cuando tanto x como y se incrementan, y 

será negativo cuando y tiende a disminuir cuando se incrementa x. Por el contrario, no 

existe relación entre las variables cuando el valor de r es igual a 0. 

 

IV. 4. 5. 2. Regresión cuadrática 
 

La relación entre las variables puede ajustarse, también, a una función 

polinómica. Entre estas funciones está la cuadrática (y = ax2 + bx + c) que describe una 

parábola. 

 

IV. 4. 6. Análisis de supervivencia 
 

Los objetivos de esta metodología son la estimación de la supervivencia de una 

población y la búsqueda de los factores que condicionan la distinta evolución observada 

dentro de un grupo. Interesa conocer en qué medida las distintas pautas terapéuticas son 

las responsables de las variaciones de la supervivencia o si esta diferencia puede ser 

explicada por otros factores relacionados. 

 

El análisis estadístico del estudio de la supervivencia se realizó por el método de 

Kaplan-Meier y la comparación de las curvas por la prueba Log-Rank. 

 

IV. 4. 6. 1. Curvas de supervivencia: método de Kaplan-Meier 
 

La curva de supervivencia es la representación gráfica de la función de 

supervivencia estimada a partir de los datos. La variable tiempo se representa en el eje 

de abscisas y la probabilidad de supervivencia, expresada en porcentaje o en tanto por 

uno, se representa en el eje de coordenadas. 
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El método propuesto por Kaplan-Meier (1958) es el denominado del producto 

límite, que presenta la ventaja de considerar los tiempos de supervivencia precisos para 

cada caso. Este método parte de los tiempos de supervivencia de cada uno de los 

individuos de la muestra, y estima la función supervivencia para la población de la cual 

esta muestra es representativa. Con un nivel de confianza del 95%, la supervivencia en 

un periodo se hallará entre la probabilidad de supervivencia determinada ± 2 × error 

estándar. 

 

IV. 4. 6. 2. Comparación de las curvas de supervivencia: Test Log-Rank 
 

Ante la necesidad de comparar la supervivencia de dos grupos de individuos, 

diferenciados por alguna característica como son las distintas pautas terapéuticas, se 

utiliza el test Log-Rank. La hipótesis que se pone a prueba es la igualdad de 

supervivencia de dos poblaciones. Si el test resulta significativo indica que existen 

razones para rechazar la hipótesis de igualdad y, en consecuencia, afirmar que ambas 

poblaciones presentan supervivencias diferentes. 

 

La idea que dirige el test es la de conocer la diferencia entre las muertes 

observadas en cada grupo, y las que debiera producirse si la hipótesis de igualdad se 

cumpliera, en cuyo caso el estadístico sería 2χ  con un grado de libertad, 

 
 

( ) ( )
2

2
22

1

2
11

E
EO

E
EO −+−=2χ  

 
 

siendo O1 y O2 el número de muestras observadas, y E1 y E2 el número de 

muertes esperadas. En caso de que el valor 2χ fuera significativo, la hipótesis nula sería 

rechazada.  

 

La prueba computerizada da el valor p de la misma, que expresa el riesgo 

asumido al rechazar la hipótesis de igualdad de supervivencias, es decir, la probabilidad 

de que las diferencias sean debidas al azar. 
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V. 1. 1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL NAC, BSO Y OTZ SOBRE LOS 

NIVELES DE GSH Y PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS DEL 

MELANOMA B16F10 

 

V. 1. 1. 1. Efecto del NAC sobre los niveles de GSH y proliferación de las 

células del melanoma B16F10 

 

El tratamiento con NAC produjo un aumento significativo de los niveles 

intracelulares de GSH y de la proliferación de las células del melanoma B16F10.  

 

El estudio del contenido intracelular de GSH tras la exposición a NAC 5, 10 y 

20 mM durante 4 h, puso de manifiesto un incremento significativo (p<0.01) y dosis 

dependiente de un 519%, 772% y 1126.5% de los niveles de GSH respecto a las células 

control, respectivamente [Figura 21A].  

 

En el estudio del efecto del NAC sobre la proliferación celular, se pudo observar 

que, si bien no se produjeron diferencias significativas con las dosis de 5 y 20 mM, la 

exposición de 10 mM dio lugar a un aumento de 1.2 y 1.3 veces (p<0.05) en el índice de 

proliferación celular a las 24 y 48 h, respectivamente, en comparación a las células 

control [Figura 21B]. 
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Figura 21. Efecto del NAC sobre los niveles intracelulares de GSH (A) y proliferación 

(B) de las células del melanoma B16F10. 
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V. 1. 1. 2. Efecto del BSO sobre los niveles de GSH y proliferación de las 

células del melanoma B16F10 

 

El tratamiento con BSO produjo una disminución significativa de los niveles de 

GSH y de la proliferación de las células del melanoma B16F10.  

 

El efecto del BSO fue tiempo dependiente, aunque no se observaron diferencias 

significativas entre las concentraciones ensayadas. Así, la medición de los niveles de 

GSH a 1, 4, 8 y 24 h permitió observar una disminución de dichos niveles del 0.5%, 

21%, 48% (p<0.01) y 97.3% (p<0.01) tras la exposición a 50 µM, y del 0.7%, 24.1%, 

53.2% (p<0.01) y 97% (p<0.01) tras el tratamiento con 100 µM de BSO [Figura 22A]. 

 

En el análisis de la proliferación celular, si bien no se observaron diferencias 

significativas a las 24 h de tratamiento con BSO, a las 48 h el índice de proliferación se 

redujo en 1.2 y 1.3 veces (p<0.05) con las dosis de 50 y 100 µM de BSO, 

respectivamente, en comparación al control [Figura 22B]. 
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Figura 22. Efecto del BSO sobre los niveles intracelulares de GSH (A) y proliferación 

(B) de las células del melanoma B16F10. 
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V. 1. 1. 3. Efecto del OTZ sobre los niveles de GSH y proliferación de las 

células del melanoma B16F10 y A375 

 

El tratamiento con OTZ produjo un descenso de los niveles intracelulares de 

GSH y de la proliferación de ambas líneas celulares de melanoma. 

 

El análisis del contenido intracelular de GSH, permitió observar que el 

tratamiento con OTZ dio lugar a una disminución del GSH en ambas líneas celulares, si 

bien dicho efecto no fue dosis dependiente.  

 

Así, en el caso de la línea celular B16F10 la exposición a 0.5, 1, 1.5, 2.5 y 5 mM 

durante 1 h, redujo los niveles de GSH un 28.9%, 57.5% (p<0.01), 43.91% (p<0.01), 

12.94% y 7.01% respecto a las células control, respectivamente [Figura 23A].  

 

En el caso de la línea A375, el tratamiento con 1, 2.5 y 5 mM de OTZ produjo 

una disminución de los niveles de GSH del 13.5%, 48.7% (p<0.01) y 35.7% (p<0.05) en 

comparación a las células control [Figura 24A]. 

  

En base al mayor efecto del OTZ con la concentración de 1 mM, en la línea 

B16F10, y 2.5 mM en la línea A375, el estudio del efecto del OTZ sobre la 

proliferación celular se realizó con dichas concentraciones. Se pudo observar que en la 

línea B16F10, el tratamiento con OTZ redujo en 1.2 veces (p<0.05) la proliferación 

celular a las 48 h respecto a las células control [Figura 23B], incrementándose este valor 

hasta 1.7 (p<0.01) veces en comparación al control en la línea A375 [Figura 24B]. 
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Figura 23. Efecto del OTZ sobre los niveles intracelulares de GSH (A) y proliferación 

(B) de las células del melanoma B16F10.  
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Figura 24. Efecto del OTZ sobre los niveles intracelulares de GSH (A) y proliferación 

(B) de las células del melanoma A375. 
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V. 1. 2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ACROLEÍNA (AC) SOLA Y EN 

COMBINACIÓN CON NAC, BSO Y OTZ SOBRE LOS NIVELES DE GSH Y 

PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS DEL MELANOMA  

 

V. 1. 2. 1. Efecto del AC y NAC + AC sobre los niveles de GSH y 

proliferación de las células del melanoma B16F10 

  

El tratamiento con AC produjo una disminución significativa en los niveles de 

GSH y de la proliferación celular.  

 

En relación a los niveles de GSH, se puede observar que 1 hora tras la 

exposición de las células tumorales a la AC (0.03 µM) se produjo un descenso del 90% 

(p<0.01) de dichos niveles respecto al control [Figura 25A]. Asimismo, dicho 

tratamiento disminuyó 1.5 y 1.9 veces (p<0.01) el índice de proliferación a las 24 h y 48 

h, respectivamente, en comparación a las células control [Figura 25B]. 

 

Sin embargo, la exposición previa de las células al tratamiento con NAC (10 

mM durante 4 h) protegió a las células tumorales de los efectos inducidos por la AC, no 

observándose diferencias significativas ni en los niveles de GSH ni en la proliferación 

celular entre el tratamiento combinado NAC + AC y las células control [Figura 25A-

25B]. 

 

Este efecto antagonista entre el biomodulador NAC y el agente citostático AC se 

ve reflejado tras el cálculo del factor modificador de dosis (FMD) que da como 

resultado un valor de cero. 
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Figura 25. Efecto del NAC sobre la acción de la AC en los niveles intracelulares de 

GSH (A) y proliferación (B) de las células del melanoma B16F10.  
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V. 1. 2. 2. Efecto del AC y BSO + AC sobre los niveles de GSH y 

proliferación de las células del melanoma B16F10 

 

En este caso, las células fueron tratadas con AC a las 24 h de cultivo, tiempo de 

exposición previo necesario para el tratamiento con BSO. 

 

Al contrario del efecto antagónico del NAC, el tratamiento previo con BSO 

aumentó el efecto producido por la AC sobre los niveles de GSH y proliferación de las 

células del melanoma B16F10. 

 

Así, a las 48 horas de cultivo, las células tratadas con AC (0.03 µM durante 1 h) 

presentaban una disminución del 37% (p<0.05) en los niveles de GSH y 1.2 veces en el 

índice proliferativo. Tras la exposición previa con BSO (50 µM durante 24 h) al 

tratamiento con AC, los niveles de GSH disminuyeron un 99.5% (p<0.01) y se redujo 

2.5 veces (p<0.01) la proliferación respecto a las células control [Figura 26A-26B]. 

 

De este modo, dicho tratamiento combinado, BSO + AC, el FMD resultó ser de 

1.8, lo que indica un efecto sinérgico con dicha combinación. 
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Figura 26. Efecto del BSO sobre la acción de la AC en los niveles intracelulares de 

GSH (A) y proliferación (B) de las células del melanoma B16F10. 

AC BSO BSO+AC
0

25

50

75

G
SH

(%
 r

es
pe

ct
o 

al
 c

on
tr

ol
)

A

AC BSO BSO+AC
0

25

50

75

G
SH

(%
 r

es
pe

ct
o 

al
 c

on
tr

ol
)

G
SH

(%
 r

es
pe

ct
o 

al
 c

on
tr

ol
)

AA

0 24 48
0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
CONTROL

BSO

AC

Tiempo (h)

Ín
di

ce
 d

e 
pr

ol
ife

ra
ci

ón

BSO+AC

B

0 24 48
0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
CONTROL

BSO

AC

Tiempo (h)

Ín
di

ce
 d

e 
pr

ol
ife

ra
ci

ón

BSO+AC

BB



V. 1. Resultados in vitro 
 

116 

 

V. 1. 2. 3. Efecto del AC y OTZ + AC sobre los niveles de GSH y 

proliferación de las células del melanoma B16F10 y A375 

 

La adición del OTZ al tratamiento con AC produjo un incremento en el efecto 

producido por la AC sobre los niveles de GSH y proliferación de las células del 

melanoma B16F10 y A375.  

 

La exposición de las células del melanoma B16F10 a la AC (0.03 µM durante 1 

h) redujo un 90% (p<0.01) los niveles de GSH respecto a las células control, mientras 

que con la exposición previa del OTZ (1 mM durante 1 h) al tratamiento con AC dicha 

reducción fue prácticamente del 100% (p<0.01) [Figura 27A], reduciendo, asimismo, 

2.0 y 5.2 veces (p<0.01) la proliferación celular a las 24 h y 48 h, respectivamente, en 

comparación al control [Figura 27B]. 

 

Este tratamiento combinado OTZ + AC dio como resultado un FMD de 1.3, 

sugiriendo un efecto sinérgico con dicha combinación. 

 

Por su parte, el tratamiento de las células del melanoma A375 con AC (0.03 µM 

durante 1 h) disminuyó un 41.2% (p<0.01) los niveles de GSH respecto al control y 

redujo la proliferación celular en 1.9 y 5.2 veces (p<0.01) a las 24 h y 48 h, 

respectivamente, en comparación al control. Además, la exposición previa del OTZ a la 

AC redujo un 59.5% (p<0.01) los niveles de GSH respecto al control, disminuyendo, 

del mismo modo, la proliferación celular en 2.2 y 6.7 veces (p<0.01) a las 24 h y 48 h, 

respectivamente, en comparación al control [Figura 28A-28B]. 

 

De esta manera, el tratamiento combinado OTZ + AC en las células A375 dio 

lugar a un FMD de 0.7, indicando un efecto aditivo con esta combinación. 
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Figura 27. Efecto del OTZ sobre la acción de la AC en los niveles intracelulares de 

GSH (A) y proliferación (B) de las células del melanoma B16F10.  
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Figura 28. Efecto del OTZ sobre la acción de la AC en los niveles intracelulares de 

GSH (A) y proliferación (B) de las células del melanoma A375. 
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V. 1. 3. DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL IL-2Rαααα EN LAS 

CÉLULAS A375 Y PBMCs 

 

Según han descrito otros autores (García de Galdeano, 1996), las células del 

melanoma B16F10 expresan IL-2Rα. En el presente estudio se analizó si la línea A375 

expresaba, igualmente, dicho receptor.  

 

El análisis mediante citometría de flujo de las células marcadas con el anticuerpo 

anti-IL-2Rα, permitió observar que el 81.5% de las células expresan el IL-2Rα con una 

intensidad media de fluorescencia de 5.3 ± 0.5 UA [Figura 29A]. 

 

El cultivo de las PBMCs estimuladas con PHA-M durante 4 h, 5 h, 8 h y 24 h 

indujo la expresión del IL-2Rα en un 70.22%, 71.91%, 84.55% y 96.28% de las células, 

con una intensidad media de fluorescencia de 21.78 ± 2.3 UA, 22.84 ± 3.1 UA, 19.68 ±�

3.4 UA y 357.50 ± 22.6 UA [Figura 29B]. 

 

 

 
Figura 29. Expresión del IL-2Rα en las células A375 (A) y PBMCs (B) a las 24 h. 
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V. 1. 4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA IL-2 SOLA Y EN 

COMBINACIÓN CON OTZ SOBRE LOS NIVELES DE GSH Y 

PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS DEL MELANOMA B16F10, A375 Y 

PBMCs HUMANAS 

 

El tratamiento con OTZ produjo un descenso significativo de los niveles 

intracelulares de GSH en ambas líneas celulares de melanoma. Dicho descenso fue 

máximo 1 hora tras la exposición al OTZ [57.5% y 48.7% (p<0.01), en la línea B16F10 

y A375, respectivamente]. Del mismo modo, la exposición al tratamiento con OTZ 

redujo, en ambas líneas celulares, la proliferación celular 1.2 y 1.4 veces en la línea B16 

F10 y A375, respectivamente, en comparación al control a las 48 h. 

 

Por el contrario, el tratamiento con IL-2 produjo un incremento significativo del 

contenido intracelular de GSH y de la proliferación celular, tanto en la línea del 

melanoma B16F10 como en la A375. Así, la exposición a 200 UI/ml aumentó un 42% 

(p<0.01) en las células B16F10 y un 58.8% (p<0.01) en las células A375 los niveles de 

GSH respecto al control [Figura 30]. En el análisis de la proliferación celular, se 

observó que el tratamiento con IL-2 aumentó 1.2 y 1.4 veces (p<0.05), en las células del 

melanoma B16F10 y A375, respectivamente, a las 48 h en comparación al control 

[Figura 31A-31B]. 

 

Sin embargo, la exposición previa de OTZ al tratamiento con IL-2, inhibió el 

efecto protumoral de esta interleucina en las células del melanoma. Así, el tratamiento 

combinado con OTZ + IL-2 produjo una disminución máxima de los niveles 

intracelulares de GSH del 37.4% (p<0.05) en la línea B16F10 y del 55% (p<0.01) en la 

línea A375. Igualmente, respecto al control, la proliferación celular se redujo 1.3 y 1.6 

veces (p<0.01) en la línea B16F10 y A375, respectivamente, a las 48 h [Figura 30-31].  
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Figura 30. Efecto del OTZ e IL-2 sobre los niveles intracelulares de GSH de las células 

del melanoma B16F10 y A375.  
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Figura 31. Efecto del OTZ e IL-2 sobre la proliferación de las células del melanoma 

B16F10 (A) y A375 (B).  
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En relación a las PBMCs estimuladas con PHA-M durante 4 h, la exposición con 

IL-2 aumentó un 10.4% (p<0.05) los niveles de GSH respecto al control a los 10 min 

del tratamiento, restableciéndose dichos niveles, a los valores del control a los 30 min; 

posteriormente, se produjo un nuevo incremento del 10% (p<0.05) a los 60 min después 

del tratamiento. Sin embargo, el tratamiento con OTZ y OTZ + IL-2 indujo un 

incremento más rápido �a los 5 min� de los niveles de GSH en 13.6% y 14.1% 

(p<0.05) respectivamente, volviendo a los valores del control después de 15 min de 

tratamiento. A continuación, tal y como se produjo con el tratamiento con IL-2, el OTZ 

incrementó un 10.7% (p<0.05) el contenido intracelular de GSH a los 60 min. Además, 

la exposición de OTZ + IL-2 incrementó significativamente un 11.4%, 12.0% y 9.2% 

los niveles de GSH a los 30 min, 45 min y 60 min, respectivamente, en comparación al 

control [Figura 32A]. 

 

Referente a la proliferación, la exposición de las PBMCs a OTZ, IL-2 y la 

combinación OTZ + IL-2 produjo un aumento significativo de 1.7, 1.7 y 1.8 veces 

(p<0.01), respectivamente, del índice de proliferación a las 24 h respecto a las células 

control. A las 48 h y 72 h, mientras la exposición de las células a la IL-2 indujo un 

incremento de 1.8 y 2.3 veces (p<0.01) del índice de proliferación celular, 

respectivamente en comparación al control, con el tratamiento con OTZ se produjo una 

disminución de la población celular dando lugar a una reducción de 1.3 y 4.2 veces 

(p<0.05) del índice proliferativo, respectivamente. En lo que respecta a la combinación 

OTZ + IL-2, igualmente se produjo una reducción de la población celular tras las 24 h 

de tratamiento, si bien no se observaron diferencias significativas en el número de 

células respecto al control a las 48 h y 72 h [Figura 32B]. 
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Figura 32. Efecto del OTZ, IL-2 y OTZ + IL-2 sobre los niveles de GSH (A) y la 

proliferación (B) de las PBMCs estimulados con PHA-M. 
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V. 1. 5. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA IL-2 SOLA Y EN 

COMBINACIÓN CON OTZ SOBRE LA EXPRESIÓN DEL IL-2Rαααα EN LAS 

CÉLULAS DEL MELANOMA A375 Y PBMCs HUMANAS  

 
 
El análisis de la expresión del IL-2Rα en las células del melanoma A375 

permitió observar que mientras el tratamiento con OTZ redujo la expresión de dicho 

receptor en un 9.9% a los 15 min, respecto al control, el tratamiento con la IL-2 produjo 

un aumento del 20.6%. Sin embargo, la exposición previa de las células al tratamiento 

con OTZ inhibió el efecto inducido por la IL-2, no produciéndose diferencias respecto 

al control a los 15 min. A las 24 h, se produjo una disminución moderada, pero 

significativa, de la expresión del receptor en las células tratadas con OTZ (7.2%) y OTZ 

+ IL-2 (15.5%), siendo sin embargo dicha reducción más acusada con el tratamiento con 

IL-2 sola (41.6%) [Figura 33A].  

   

En las PBMCs estimuladas con PHA-M durante 4 h, los tratamientos con OTZ, 

IL-2 y la combinación OTZ + IL-2 produjeron un aumento del 18.7%, 39.0% y 45.6% 

de la expresión del IL-2Rα, respectivamente en comparación al control, a las 4 horas 

después del tratamiento. De forma previa a dicho tiempo, sólo en el caso del tratamiento 

combinado se produjo un aumento del 24.0% de la expresión del IL-2Rα a los 30 min 

de la exposición a OTZ + IL-2. Por otro lado, en lo que respecta a las 24 h, mientras en 

las células expuestas a IL-2 perdura un incremento del 24.3% de la expresión del IL-

2Rα, con el tratamiento con OTZ dicha expresión se redujo un 27.9%, no existiendo 

diferencias significativas con el tratamiento combinado OTZ + IL-2, respecto al control  

[Figura 33B]. 
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Figura 33. Efecto de la IL-2 y OTZ + IL-2 sobre el IL-2Rα de las células del melanoma 

A375 (A) y PBMCs (B). 
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V. 1. 6. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA IL-2 SOLA Y EN 

COMBINACIÓN CON OTZ SOBRE EL CONSUMO / SECRECIÓN DE IL-2 EN 

LAS CÉLULAS DEL MELANOMA HUMANO A375 

 

En las células del melanoma A375 control y en las tratadas con OTZ no se 

detectó secreción autocrina de IL-2 al medio de cultivo. 

 

El tratamiento de estas células con IL-2 (200 UI/ml = 6060.6 pg/ml) provocó la 

activación del mecanismo de consumo y secreción autocrina de dicha interleucina. De 

esta manera, a los 15 min del tratamiento con IL-2 se produjo un consumo inicial (44.92 

pg/ml) de dicha interleucina por parte de las células A375, para posteriormente, 

promover su secreción siendo máxima a las 24 h de tratamiento (205.5 pg/ml).  

 

Sin embargo, el tratamiento previo de las células con OTZ evitó, parcialmente, 

la utilización y secreción de la IL-2. Así, en el tratamiento combinado OTZ + IL-2 no se 

apreció consumo inicial de IL-2, produciéndose posteriormente, una secreción constante 

de 41.8, 41.5, 96.73 y 45.84 pg/ml a los 30 min, 45 min, 60 min y 24 h. De este modo, 

en las células tratadas con OTZ + IL-2 se produjo una disminución de 4.5 veces en la 

cantidad de IL-2 detectada en el medio a las 24 h respecto al tratamiento con IL-2 sola 

[Figura 34].  
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Figura 34. Efecto del la IL-2 y OTZ + IL-2 sobre el consumo / secreción de la IL-2 en 

las células del melanoma A375. 
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V. 2. 1. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD DE LOS 

RATONES TRATADOS CON OTZ DE FORMA INMEDIATA TRAS LA 

INOCULACIÓN INTRAESPLÉNICA DE LAS CÉLULAS DEL MELANOMA 

B16F10  

 

V. 2. 1. 1. Estudio de la supervivencia  

 

Con la finalidad de conocer el efecto in vivo del OTZ sobre la implantación 

hepática de las células del melanoma B16F10 y el posterior desarrollo de las 

metástasis, el tratamiento con OTZ se administró de forma diaria desde el día 0 (5 

horas postinoculación tumoral) hasta el día 8. 

 

El tratamiento con OTZ produjo un aumento significativo en la supervivencia 

de los animales tratados respecto a los animales control, si bien este aumento no fue 

dosis dependiente. Así, mientras la supervivencia media de los animales control fue de 

20.0 ± 1.3, los animales tratados con OTZ 1, 2.5 y 5 mmol/kg obtuvieron una 

supervivencia media de 23.3 ± 2.1, 24.6 ± 3.1 y 20.1 ± 2.0, respectivamente. Esto dio 

como resultado un incremento significativo de la supervivencia (IS) del 116.5%, 123% 

de los tratados con 1 y 2.5 mmol/kg, respectivamente, no existiendo diferencias 

significativas con la dosis de 5 mmol/kg (IS = 100.5%) [Tabla 11]. 
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Tabla 11. Supervivencia de los animales control y tratados con distintas dosis de OTZ 

desde el día 0 hasta el día 8 postinoculación tumoral. 

 
 

SUPERVIVENCIA 

Tratamiento Días ( x ±±±± D.E.) IS (%) 

Control 20.0 ± 1.3 – 

OTZ 1 mmol/kg (0-8) 23.3 ± 2.1a 116.5 

OTZ 2.5 mmol/kg (0-8) 24.6 ± 3.1a 123.0 

OTZ 5 mmol/kg (0-8) 20.1 ± 2.0 100.5 

 
a Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0.05) 

  IS: (Supervivencia de los animales tratados / animales control) x 100 
 

 

 

V. 2. 1. 2. Estudio de la toxicidad  

  

El tratamiento con OTZ no produjo pérdida de peso de los animales con 

ninguna de las concentraciones ensayadas. Respecto a la modificación del peso de los 

animales (MPA) a lo largo del estudio, si bien en la MPA del día 9 no existían 

diferencias significativas, en el día 15 de evolución se produjo una disminución de 1.5 

veces (p<0.01) en el peso de los animales tratados con 1 y 2.5 mmol/kg respecto a los 

animales control [Tabla 12]. 
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Tabla 12. Modificación del peso de los animales tratados con OTZ desde el día 0 hasta 

el día 8 postinoculación tumoral. 

 
 

MODIFICACIÓN DEL PESO DEL ANIMAL (%) 

 

Tratamiento MPA día 9/1 MPA día 15/1 MPP 

 Control 6.2 ± 3.8 16.7 ± 5.7 0 

 OTZ 1 mmol/kg (0-8) 5.8 ± 3.5 11.1 ± 7.4a 0 

 OTZ 2.5 mmol/kg (0-8) 5.4 ± 4.4 11.6 ± 4.2a 0 

 OTZ 5 mmol/kg (0-8) 5.0 ± 2.87 15.4 ± 4.0 0 

 
a
 Diferencias significativas comparado con el grupo de ratones control (p<0.01) 

MPA: Modificación del peso del animal 
MPP: Máxima pérdida de peso del animal 

 
 
 
 
 

Por otra parte, el tratamiento con OTZ tampoco produjo modificaciones 

significativas de los parámetros hematológicos analizados, si bien con todas las 

concentraciones ensayadas se observó una disminución de 1.2 veces (p>0.05) en el 

número de leucocitos respecto al control [Tabla 13]. 
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Tabla 13. Parámetros hematológicos de los animales control y tratados con OTZ desde 

el día 0 hasta el día 8 postinoculación tumoral. 

 
 

PARÁMETROS HEMATOLÓGICOS 

 
Tratamiento 

 
Leucocitos 
(x103/µµµµl) 

 
Hematíes 
(x106/µµµµl) 

 
Hemoglobina 

(gr/dl) 

 
Hematocrito 

(%) 

Control 10.1 ± 2.8 8.5 ± 0.4 14.2 ± 1.1 43.0 ± 3.5 

OTZ 1 mmol/kg (0-8) 8.2 ± 1.4 9.0 ± 0.1 14.5 ± 0.3 43.0 ± 0.1 

OTZ 2.5 mmol/kg (0-8) 8.7 ± 2.3 9.4 ± 0.3 15.3 ± 0.8 44.0 ± 0.1 

OTZ 5 mmol/kg (0-8) 8.5 ± 1.5 8.3 ± 0.5 14.2 ± 0.6 44.0 ± 0.1 

 

 

 

 

Los resultados de estos experimentos permitieron determinar como dosis 

óptima de OTZ la concentración de 2.5 mmol/kg, siendo la utilizada en las siguientes 

series experimentales. Estos ensayos se llevaron a cabo sobre animales con metástasis 

hepáticas establecidas (de 3 días de evolución) de melanoma B16F10, por lo que los 

tratamientos en el resto de las experiencias comenzaron en el día 3 postinoculación 

tumoral. 
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V. 2. 2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL OTZ Y BSO SOBRE LOS 

NIVELES DE GSH DE LAS PBMCs DE RATÓN. INFLUENCIA DE ESTOS 

MODULADORES SOBRE LA CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR DOSIS 

LETALES DE CY 

 

Con la finalidad de determinar el efecto del tratamiento con OTZ (2.5 mmol/kg) 

y BSO (200 mg/kg) sobre los niveles intracelulares de GSH de las PBMCs, se procedió 

a la extracción sanguínea de los animales a tiempos secuenciales tras el tratamiento.  

 

El tratamiento con OTZ aumentó significativamente los niveles de GSH de las 

PBMCs. Dicho incremento (174%) fue máximo a las 2 horas tras la administración del 

tratamiento, produciéndose posteriormente una disminución paulatina hasta los valores 

del control [Figura 35A]. 

  

En cambio, el tratamiento con BSO disminuyó significativamente los niveles de 

GSH de las PBMCs. Dicha disminución fue máxima (51%) a las 16 horas tras la 

administración del fármaco, produciéndose posteriormente una recuperación de dichos 

niveles [Figura 35B]. 
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Figura 35. Niveles de GSH de las PBMCs de los animales tratados con OTZ (A) y 

BSO (B). 
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Cuando los animales fueron tratados con dosis letales de CY (500 mg/kg), los 

niveles de GSH de las PBMCs disminuyeron un 50% (p<0.05) respecto a las células 

control, a las 2 horas del tratamiento. Sin embargo, la adición de OTZ al tratamiento 

con CY indujo un efecto protector de las PBMCs contra la toxicidad de este agente 

alquilante. Así, la combinación de OTZ 2 horas antes y 30 minutos después del 

tratamiento con CY produjo sólo una disminución del 20% de los niveles de GSH, 

respecto al control [Figura 36]. 

 

 

 

Figura 36. Niveles de GSH de las PBMCs de los animales tratados con CY 500 mg/kg 

y CY + OTZ. 
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V. 2. 3. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD DE LOS 

RATONES CON METÁSTASIS HEPÁTICAS DEL MELANOMA B16F10 

TRATADOS CON IL-2 SOLA Y EN COMBINACIÓN CON OTZ 

 

V. 2. 3. 1. Estudio de la supervivencia  

 

El tratamiento de los animales con una dosis diaria de 50000 UI de IL-2 (días 3-

8) produjo un incremento de la supervivencia del 119% (p<0.05) respecto a los ratones 

control.  

 

Para el tratamiento combinado de OTZ + IL-2 se ensayaron dos pautas de 

administración diferentes de OTZ: pauta continua (pc, días 3-8) y pauta discontinua 

(pd, días 3, 6 y 8).  

 

La administración aislada de OTZ, tanto con la pc como con la pd, no produjo 

diferencias significativas en la supervivencia de los animales respecto al grupo control. 

Cuando el tratamiento de IL-2 fue administrado en combinación con la pc de OTZ se 

produjo un menor efecto que el obtenido con la administración de IL-2 sola (IS = 

113%). Sin embargo, la administración de IL-2 en combinación con la pd de OTZ 

resultó en un incremento de un 126% (p<0.05) en la supervivencia respecto al grupo 

control [Tabla 14]. 
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Tabla 14. Supervivencia de los animales control, tratados con IL-2 sola y en 

combinación con las distintas pautas de OTZ. 

 
 

SUPERVIVENCIA 

Tratamiento Días ( x ±±±± D.E.) IS (%) 

Control 20.0 ± 1.3 – 

IL-2 23.8 ± 3.4a 119 

OTZ (pc) 20.3 ± 2.8 101.5 

OTZ (pd) 21.1 ± 4.5 105.5 

OTZ (pc) + IL-2 22.6 ± 3.9 113 

OTZ (pd) + IL-2 25.2 ± 4.3a 126 

 
a Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0.05) 
IS: (Supervivencia de los animales tratados / animales control) x 100 

 
 

V. 2. 3. 2. Estudio de la toxicidad  

 

El tratamiento aislado con la pc o pd de OTZ, IL-2 o la combinación de OTZ + 

IL-2 no produjeron pérdida de peso de los animales. Respecto a la MPA a lo largo del 

estudio, sólo la administración de OTZ con la pauta continua en combinación con IL-2 

produjo una disminución de 1.6 veces (p<0.01) del MPA del día 9 respecto al control, 

no existiendo diferencias significativas en el resto de los tratamientos. Sin embargo, en 

comparación con el grupo control, en el día 15 de evolución se produjo una 

disminución de 1.3, 1.5, 1.4, 1.8 y 1.4 veces del MPA de los animales tratados con IL-

2, pc de OTZ, pd de OTZ, OTZ (pc) + IL-2 y OTZ (pd) + IL-2, respectivamente 

(p<0.05) [Tabla 15]. 
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Tabla 15. Modificación del peso de los animales tratados con IL-2 sola y en 

combinación con OTZ. 

 
 

MODIFICACIÓN DEL PESO DEL ANIMAL (%) 
 

Tratamiento MPA día 9/1 MPA día 15/1 MPP 

Control 10.5 ± 3.1 21.2 ± 5.9 0 

IL-2 10.6 ± 2.1 16.7 ± 2.7a 0 

OTZ (pc) 10.4 ± 3.9 13.7 ± 2.1a 0 

OTZ (pd) 9.8 ± 2.6 15.2 ± 4.2a 0 

OTZ (pc) + IL-2 6.4 ± 3.6a 11.9 ± 4.8a 0 

OTZ (pd) + IL-2 10.6 ± 3.7 15.2 ± 4.8a 0 

 
a Diferencias significativas comparado con el grupo de ratones control (p<0.05) 
MPA: Modificación del peso del animal 
MPP: Máxima pérdida de peso del animal 
 

 

 

 

Por otra parte, los tratamientos de OTZ o IL-2, solos o en combinación, no 

produjeron modificaciones significativas de los parámetros hematológicos analizados, 

si bien en los animales tratados con IL-2 sola o en combinación con la pc de OTZ se 

observó una disminución de 1.2 y 1.4 veces, respectivamente, en el número de 

leucocitos respecto al control (p>0.05) [Tabla 16]. 
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Tabla 16. Parámetros hematológicos de los animales control, tratados con IL-2 sola y 

en combinación con OTZ. 

 
 

PARÁMETROS HEMATOLÓGICOS 

 
Tratamiento 

 
Leucocitos 
(x103/µµµµl) 

 
Hematíes 
(x106/µµµµl) 

 
Hemoglobina 

(gr/dl) 

 
Hematocrito 

(%) 

Control 10.1 ± 2.8 8.5 ± 0.4 14.2 ± 1.1 43.0 ± 3.5 

IL-2 8.1 ± 1.4 8.7 ± 0.1 14.3 ± 0.4 44.5 ± 0.8 

OTZ (pc) 9.5 ± 2.1 9.1 ± 0.2 14.7 ± 0.3 44.0 ± 0.01 

OTZ (pd) 10.2 ± 2.3 9.0 ± 0.4 14.7 ± 0.8 44.0 ± 0.02 

OTZ (pc) + IL-2 7.1 ± 3.3 8.5 ± 0.5 14.2 ± 0.4 42.6 ± 2.0 

OTZ (pd) + IL-2 10.1 ± 2.9 9.0 ± 0.3 14.5 ± 0.6 44.0 ± 0.02 

 

 

 

Los resultados de estos experimentos permitieron determinar como pauta 

óptima de administración del OTZ la pauta discontinua, siendo la utilizada en las 

siguientes series experimentales. De hecho, tal y como se puede observar en la figura 

37, la adición de OTZ (pd) a IL-2 fue la combinación terapéutica que produjo el mejor 

índice terapéutico (índice actividad / toxicidad, IAT = 1.26). 
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Figura 37. Índice actividad / toxicidad (IAT) de los tratamientos con IL-2, OTZ (pc), 

OTZ (pd), OTZ (pc) + IL-2 y OTZ (pd) + IL-2. Valores de IAT mayores de 1 indican 

un beneficio terapéutico. 
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V. 2. 4. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD DE LOS 

RATONES CON METÁSTASIS HEPÁTICAS DEL MELANOMA B16F10 

TRATADOS CON DOSIS ALTAS DE CY SOLA Y EN COMBINACIÓN CON 

BSO Y OTZ 

 

V. 2. 4. 1. Estudio de la supervivencia  

 

El tratamiento con BSO (200 mg/kg, días 2 y 7 postinoculación tumoral) 

aumentó un 115% (p<0.05) la supervivencia de los animales respecto al grupo control. 

Sin embargo, el tratamiento con OTZ (2.5 mmol/kg, pd) no produjo diferencias 

significativas en la supervivencia de los animales (IS = 105.5%). 

 

El tratamiento con 250 mg/kg de CY incrementó un 177% la supervivencia de 

los animales respecto al grupo control (p<0.01). La combinación terapéutica de BSO y 

CY incrementó significativamente la supervivencia de los animales (IS = 200% 

respecto al control) en comparación al tratamiento con CY sola (p<0.05).  

 

Por otro lado, la adición de OTZ al tratamiento con CY produjo un IS del 190% 

respecto al control (p<0.01), si bien este incremento no fue significativo respecto al 

tratamiento con CY sola (p = 0.1388) [Tabla 17]. 
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Tabla 17. Supervivencia de los animales tratados con CY sola y en combinación con 

BSO y OTZ. 

 

SUPERVIVENCIA 

 
    No tratados con CY                               Tratados con CY 

Tratamiento                  Días                  IS                               Días                      IS 
                                  ( x ±±±± D.E.)            (%)                         ( x ±±±± D.E.)                (%) 

Control                      20.0 ± 1.3              –                            35.4 ± 4.2ª                 177 

OTZ (pd)                   21.1 ± 4.5            105.5                       38.0 ± 2.2ª                 190 

BSO                           23.0 ± 1.8ª           115                          40.0 ± 5.6ª,b                 200 

 
a Diferencias significativas respecto al grupo control (p<0.05) 
b Diferencias significativas respecto al grupo tratado con CY sola (p<0.05) 
IS: (Supervivencia de los animales tratados / animales control) x 100 
 

 

 

 

V. 2. 4. 2. Estudio de la toxicidad  

 

Los tratamientos aislados con OTZ o BSO no produjeron pérdida de peso de los 

animales. Por el contrario, el tratamiento con CY redujo un 7.9% (p<0.05) el peso de 

los ratones; dicho porcentaje de disminución fue similar (8.2%) cuando la CY se 

administró en combinación con OTZ; en cambio, la pérdida de peso fue mayor (11.4%) 

cuando la CY se combinó con BSO. Como se puede observar en la tabla 18, tras 

finalizar el tratamiento, en los tres casos se produjo una recuperación parcial del peso 

de los animales, tal y como lo demuestra la valoración del MPA en el día 15 de 

evolución. 
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Tabla 18. Modificación del peso de los animales control, tratados con CY sola y en 

combinación con BSO y OTZ. 

 
 

MODIFICACIÓN DEL PESO DEL ANIMAL (%) 

Tratamiento MPA día 9/1 MPA día 15/1 MPP 

Control 10.5 ± 3.1 21.2 ± 5.9 0 

CY 250 mg/kg -7.9 ± 4.5a 0.9 ± 9.4a 7.9 ± 4.5 

BSO 10.3 ± 3.5 14.7 ± 3.9a 0 

OTZ (pd) 9.8 ± 2.6 15.2 ± 4.2a 0 

BSO + CY -11.4 ± 4.0a -7.0 ± 3.9a 11.4 ± 4.0 

OTZ (pd) + CY -8.2 ± 4.3a -4.6 ± 6.1a 8.2 ± 4.3 

 
a Diferencias significativas respecto a los animales control (p<0.05) 
MPA: Modificación del peso del animal 
MPP: Máxima pérdida de peso del animal 
 

 

La valoración de los parámetros sanguíneos puso de manifiesto que los 

tratamientos aislados con OTZ o BSO no produjeron modificaciones significativas de 

dichos valores hematológicos (a excepción de una disminución del porcentaje de 

hematocrito en el caso del tratamiento con BSO). Sin embargo, el tratamiento con CY 

disminuyó 1.3 veces el número de hematíes, la concentración de hemoglobina y el 

porcentaje de hematocrito, y 6.7 veces el número de leucocitos (p<0.05).  

 

La adición de BSO al tratamiento con CY, no modificó los parámetros 

sanguíneos de la serie roja respecto al tratamiento con CY, pero redujo aún más el 

número de leucocitos (1.7 veces respecto a la CY sola).  
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En cambio, en los animales que recibieron el tratamiento combinado de OTZ + 

CY, el número de leucocitos fue 1.7 veces mayor que en los tratados con CY sola. En 

este último caso tampoco se modificaron los valores de la serie roja respecto a los 

obtenidos con la administración aislada del agente alquilante [Tabla 19]. 

 

 

 

Tabla 19. Parámetros hematológicos de los animales control, tratados con CY sola y 

en combinación con BSO y OTZ. 

 
 

PARÁMETROS HEMATOLÓGICOS 

 
Tratamiento 

 
Leucocitos 
(x103/µµµµl) 

 
Hematíes 
(x106/µµµµl) 

 
Hemoglobina 

(gr/dl) 

 
Hematocrito 

(%) 

Control 10.1 ± 2.8 8.5 ± 0.4 14.2 ± 1.1 43.0 ± 3.5 

CY 250 mg/Kg 1.5 ± 0.1a 6.6 ± 0.6 11.1 ± 0.6 32.4 ± 3.0a 

BSO 10.0 ±1.3 7.2 ± 0.2 14.6 ± 0.1 34.0 ± 0.01a 

OTZ (pd) 10.2 ± 2.3 9.0 ± 0.4 14.7 ± 0.8 44.0 ± 0.02 

BSO + CY 0.9 ± 0.2a 7.0 ± 0.2 11.8 ± 0.2 32.0 ± 0.01a 

OTZ (pd) + CY 2.5 ± 0.7a 6.9 ± 0.2 11.7 ± 0.9 33.5 ± 0.6a 

 

a Diferencias significativas respecto a los animales control (p<0.05) 
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V. 2. 5. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADICIÓN DE OTZ SOBRE EL 

TRATAMIENTO BIOQUIMIOTERÁPICO CON INTENSIFICACIÓN DE 

DOSIS DE CY E IL-2: ANÁLISIS DE LA SUPERVIVENCIA Y TOXICIDAD 

DE LOS RATONES CON METÁSTASIS HEPÁTICAS DEL MELANOMA 

B16F10 

 

V. 2. 5. 1. Estudio de la supervivencia  

 

En esta experiencia se estudió el efecto sobre la supervivencia de los animales 

con metástasis hepáticas tratados con un único ciclo de dosis bajas (50 mg/kg), dosis 

altas (250 mg/kg) y dosis letales (500 mg/kg) de CY sola o en combinación con OTZ 

(2.5 mmol/kg), IL-2 (50000 UI) y OTZ + IL-2.  

  

Como se muestra en la tabla 20, el tratamiento con las dosis no letales de 50 y 

250 mg/kg de CY produjo un incremento en la supervivencia del 114% (p<0.05) y 

177% (p<0.01), respectivamente, en comparación al grupo control. Todos los animales 

tratados con 500 mg/kg de CY murieron como resultado de la elevada toxicidad 

producida por este fármaco.  

 

En comparación con el tratamiento con CY sola, la adición de la IL-2 al 

tratamiento con 50 o 250 mg/kg de CY no mostró diferencias significativas en la 

supervivencia (IS respecto al control de 108% y 184%, respectivamente). Asimismo, la 

combinación de CY 500 mg/kg + IL-2 dio lugar a una mortalidad del 100% de los 

animales tratados.  

 

Por otro lado, la adición de OTZ al tratamiento con dosis bajas y altas de CY 

aumentó la supervivencia un 121% y 190%, respectivamente, en comparación a los 

animales control, si bien estos incrementos no fueron significativos respecto al 

tratamiento con CY sola. Además, el tratamiento con OTZ permitió la administración 

de la dosis letal de 500 mg/kg de CY, obteniendo un incremento de la supervivencia 

del 279% respecto al control. Asimismo, el 70% de estos animales experimentaron un 

largo tiempo de supervivencia (LTS > 50 días).  
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Sin embargo, el mayor efecto terapéutico fue obtenido cuando el tratamiento de 

CY fue administrado en combinación con OTZ + IL-2. Así, la administración de OTZ 

+ IL-2 en combinación con dosis bajas, altas y letales de CY dio lugar a un incremento 

en la supervivencia del 135%, 221% y 320%, respectivamente en comparación al 

grupo control; además, se observó un LTS del 20% y 100% cuando el tratamiento con 

OTZ + IL-2 fue administrado en combinación a 250 o 500 mg/kg de CY, 

respectivamente. 
 
Tabla 20. Supervivencia de los animales tratados con CY sola y en combinación con 

IL-2, OTZ y OTZ + IL-2. 
 

TRATAMIENTO SUPERVIVENCIA 

CY OTZ IL-2 Días ( x ±±±± D.E.) IS (%) LTS 
(n/total) 

– – – 20.0 ± 1.3 – – 

50 mg/kg – – 22.7 ± 3.5a 114 0/10 

50 mg/kg + – 24.2 ± 3.6a 121 0/10 

50 mg/kg – + 21.6 ± 1.9a 108 0/10 

50 mg/kg + + 27.0 ± 3.7a 135 0/10 

250 mg/kg – – 35.4 ± 4.2a 177 0/10 

250 mg/kg + – 38.0 ± 2.2a 190 0/10 

250 mg/kg – + 36.9 ± 3.6a 184 0/10 

250 mg/kg + + 44.2 ± 4.1a 221 2/10 

500 mg/kg – – 33.4 ± 14.1a 167 0/10 

500 mg/kg + – 55.8 ± 12.1a,b 279 7/10 

500 mg/kg – + 29.8 ± 9.4a 149 0/10 

500 mg/kg + + 64.0 ± 13.1ª,b 320 10/10 

 
a Diferencias significativas respecto al control (p<0.05)  
b

 Diferencias significativas respecto al grupo tratado con CY sola (p<0.05)  
LTS: número de animales que sobreviven más de 50 días 
IS: (Supervivencia de los animales tratados / animales control) x 100 
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V. 2. 5. 2. Estudio de la toxicidad 
 

El análisis de la evolución ponderal de los animales demostró que los 

tratamientos con 50 mg/kg de CY sola o en combinación con IL-2, OTZ u OTZ + IL-2 

no produjeron pérdida de peso de los mismos [Tabla 21]. 

 

 

Tabla 21. Modificación del peso de los animales tratados con dosis bajas de CY (50 

mg/kg) sola y en combinación con IL-2, OTZ y OTZ + IL-2. 

 
 

MODIFICACIÓN DEL PESO DEL ANIMAL (%) 

Tratamiento MPA día 9/1 MPA día 15/1 MPP 

CY 50 mg/Kg 10.1 ± 5.0 11.4 ± 5.6 0 

CY + IL-2 8.1 ± 3.2 8.1 ± 3.2 0 

CY + OTZ 5.7 ± 5.7 6.5 ± 3.9 0 

CY + OTZ + IL-2 5.9 ± 3.7 5.8 ± 4.1 0 

 

MPA: Modificación del peso del animal 
MPP: Máxima pérdida de peso del animal 

 

 

En los animales tratados con 250 mg/kg de CY sola o en combinación con los 

agentes farmacológicos señalados anteriormente, se observó que durante el tratamiento 

se produjo una pérdida significativa de peso en una proporción similar en todos los 

casos, produciéndose, posteriormente, una recuperación del peso de dichos animales. 

Sin embargo, en el caso del tratamiento combinado de CY + IL-2, dicha recuperación 

fue significativamente inferior que el tratamiento con CY sola [Tabla 22]. 
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Tabla 22. Modificación del peso de los animales tratados con dosis altas de CY (250 

mg/kg) sola y en combinación con IL-2, OTZ y OTZ + IL-2. 

 
 

MODIFICACIÓN DEL PESO DEL ANIMAL (%) 

Tratamiento MPA día 9/1 MPA día 30/1 MPP 

CY 250 mg/Kg -7.9 ± 4.5 15.6 ± 5.0 7.9 ± 4.5 

CY + IL-2 -8.6 ± 4.3 1.1 ± 7.0 8.6 ± 4.3 

CY + OTZ -7.1 ± 4.5 10.3 ± 7.6 7.1 ± 4.5 

CY + OTZ + IL-2 -6.0 ± 3.8 11.0 ± 1.9 6.0 ± 3.8 

 

MPA: Modificación del peso del animal 
MPP: Máxima pérdida de peso del animal 

 

 

 

 

Finalmente, cuando los animales fueron tratados con 500 mg/kg de CY sola y 

en combinación con los otros agentes, inicialmente se produjo también una pérdida de 

peso similar en todos los grupos de animales; dicha pérdida fue incrementándose 

durante la evolución del estudio en todos los grupos a excepción de los ratones tratados 

con la combinación de CY + OTZ + IL-2, en los cuales se produjo una recuperación 

significativa del peso hasta prácticamente el peso que presentaban al inicio del 

tratamiento [Tabla 23]. 
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Tabla 23. Modificación del peso de los animales tratados con dosis letales de CY (500 

mg/kg) sola y en combinación con IL-2, OTZ y OTZ + IL-2. 

 
 

MODIFICACIÓN DEL PESO DEL ANIMAL (%) 

Tratamiento MPA día 9/1 MPA día 30/1 MPP 

CY 500 mg/Kg -14.8 ± 4.3 -32.9 ± 9.1 32.9 ± 9.1 

CY + IL-2 -14.3 ± 4.6 -29.0 ± 8.0 29.0 ± 8.0 

CY + OTZ -14.6 ± 3.4 -20.0 ± 14.7 20.0 ± 14.7 

CY + OTZ + IL-2 -14.5 ± 3.8 -0.9 ± 4.2 14.5 ± 3.8 

 

MPA: Modificación del peso del animal 
MPP: Máxima pérdida de peso del animal 
 

 

La valoración de los parámetros sanguíneos puso de manifiesto que el 

tratamiento aislado con CY produjo una disminución dosis dependiente del número de 

leucocitos (2.8, 6.7 y 16.8 veces respecto a los valores control con las dosis de 50, 250 

y 500 mg/Kg, respectivamente; p<0.05).  

 

La adición de IL-2 y OTZ al tratamiento con CY redujo la toxicidad 

leucocitaria producida por la CY. De este modo, la administración conjunta de CY e 

IL-2 dio lugar a incrementos del 2.1, 1.7 y 1.8 veces (p<0.05) en comparación a los 

valores obtenidos con los animales tratados con CY 50, 250 y 500 mg/kg, 

respectivamente. Cuando el tratamiento con CY se realizó en combinación con OTZ, 

dichos incrementos fueron del 1.6, 1.7 y 2.8 veces, respectivamente. Sin embargo, la 

adición de OTZ + IL-2 al tratamiento con CY dio lugar a una mayor protección contra 

la toxicidad inducida por este agente alquilante, aumentando el número leucocitario en 

2.5, 2.5 y 4 veces respecto a los valores de los animales tratados con dosis bajas, altas y 

letales de CY sola, respectivamente.  
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Por otro lado, el tratamiento con CY produjo una disminución dosis 

dependiente (r = -0.9; p<0.001) del número de hematíes, de la hemoglobina y del 

hematocrito. La adición de IL-2, OTZ u OTZ + IL-2 al tratamiento con CY no 

modificó, en cambio, de forma significativa dichos parámetros hematológicos con 

respecto a los obtenidos con el tratamiento con CY sola [Tablas 24-26]. 

 

 

 

Tabla 24. Parámetros hematológicos de los animales tratados con dosis bajas de CY 

(50 mg/kg) sola y en combinación con IL-2, OTZ y OTZ + IL-2. 

 
 

PARÁMETROS HEMATOLÓGICOS 

 
Tratamiento 

 
Leucocitos 
(x103/µµµµl) 

 
Hematíes 
(x106/µµµµl) 

 
Hemoglobina 

(gr/dl) 

 
Hematocrito 

(%) 

Control 10.1 ± 2.8 8.5 ± 0.4 14.2 ± 1.1 43.0 ± 3.5 

CY 50 mg/Kg 3.6 ± 1.1a 7.6 ± 0.3 13.1 ± 0.07 37.8 ± 2.8 

CY + IL-2 7.7 ± 2.4b 7.4 ± 0.2 14.0 ± 0.9 38.9 ± 0.3 

CY + OTZ 5.9 ± 2.1 7.5 ± 0.2 13.1 ± 0.8 40.0 ± 7.1 

CY + OTZ + IL-2 8.9 ± 2.7b 7.0 ± 0.4 12.9 ± 0.2 36.3 ± 3.4 

 

a Diferencias significativas respecto al control (p<0.05)  
b

 Diferencias significativas respecto al grupo tratado con CY sola (p<0.05)  
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Tabla 25. Parámetros hematológicos de los animales tratados con dosis altas de CY 

(250 mg/kg) sola y en combinación con IL-2, OTZ y OTZ + IL-2. 
 
 

PARÁMETROS HEMATOLÓGICOS 

 
Tratamiento 

 
Leucocitos 
(x103/µµµµl) 

 
Hematíes 
(x106/µµµµl) 

 
Hemoglobina 

(gr/dl) 

 
Hematocrito 

(%) 

Control 10.1 ± 2.8 8.5 ± 0.4 14.2 ± 1.1 43.0 ± 3.5 

CY 250 mg/Kg 1.5 ± 0.1a 6.6 ± 0.6 11.1 ± 0.6 32.4 ± 3.0a 

CY + IL-2 2.6 ± 0.6b 6.8 ± 1.7 12.3 ± 0.5 35.2 ± 8.3 

CY + OTZ 2.5 ± 0.7b 6.9 ± 0.2 11.7 ± 0.9 33.5 ± 0.6a 

CY + OTZ + IL-2 3.7 ± 0.1b 6.0 ± 0.7 12.0 ± 0.4 31.0 ± 5.3a 

 

a Diferencias significativas respecto al control (p<0.05)  
b

 Diferencias significativas respecto al grupo tratado con CY sola (p<0.05)  

 

Tabla 26. Parámetros hematológicos de los animales tratados con dosis letales de CY 

(500 mg/kg) sola y en combinación con IL-2, OTZ y OTZ + IL-2. 

 
 

PARÁMETROS HEMATOLÓGICOS 
 
 
Tratamiento 

 
Leucocitos 
(x103/µµµµl) 

 
Hematíes 
(x106/µµµµl) 

 
Hemoglobina 

(gr/dl) 

 
Hematocrito 

(%) 

Control 10.1 ± 2.8 8.5 ± 0.4 14.2 ± 1.1 43.0 ± 3.5 

CY 500 mg/Kg 0.6 ± 0.3a 6.1 ± 0.01a 10.1 ± 0.8a 28.8 ± 0.7a 

CY + IL-2 1.1 ± 0.03b 6.2 ± 0.3a 11.4 ± 1.0 32.0 ± 2.3a 

CY + OTZ 1.7 ± 0.2b 6.0 ± 0.4a 10.1 ± 0.8a 29.0 ± 2.0a 

CY + OTZ + IL-2 2.4 ± 0.1b 5.6 ± 0.3a 10.5 ± 0.4a 28.3 ± 2.0a 

 
a Diferencias significativas respecto al control (p<0.05)  
b

 Diferencias significativas respecto al grupo tratado con CY sola (p<0.05)  
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El análisis conjunto de los resultados de los tratamientos ensayados sobre la 

supervivencia y la toxicidad de los animales, permitió valorar el efecto del OTZ e IL-2 

sobre el IAT de la CY. 

 

Como se puede observar en la figura 38, el tratamiento con CY sola dio lugar a 

un valor bajo de IAT, en particular con la dosis de 500 mg/kg (IAT = 0.4). La adición 

aislada de IL-2 u OTZ al tratamiento con 50 y 250 mg/kg de CY, si bien mejoró dicho 

valor, éste no alcanzó la unidad. En el caso de la dosis de 500 mg/kg de CY, la adición 

de IL-2 no mejoró el IAT obtenido con la CY sola, mientras que la combinación de 

OTZ + CY alcanzó un valor positivo de IAT (1.14). 

 

Sin embargo, fue la adición conjunta de OTZ + IL-2 al tratamiento con CY la 

que permitió obtener el mejor índice terapéutico. Aún más, en relación a las diferentes 

dosis de CY utilizadas, el valor de IAT se incrementó de forma dosis dependiente, de 

manera que el valor más elevado se obtuvo con la dosis de 500 mg/kg de CY (IAT = 

1.57). 

 
Figura 38. Índice actividad / toxicidad (IAT) de los tratamientos con CY, CY + IL-2, 

CY + OTZ y CY + OTZ + IL-2. Valores de IAT mayores de 1 indican un beneficio 

terapéutico.
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El melanoma maligno metastático constituye una entidad tumoral clínicamente 

relevante debido a que el índice de supervivencia de los pacientes que presentan dicha 

enfermedad no ha mejorado en los últimos 20 años, a pesar de la aparición de múltiples 

estrategias antineoplásicas. Esto ha motivado la búsqueda de nuevas modalidades 

terapéuticas basadas, sobre todo, en el conocimiento de la biología tumoral.  

  

En base a las relevantes funciones biológicas del GSH en el particular 

metabolismo del melanoma, diversos estudios han centrado en este tripéptido la diana 

de una nueva estrategia terapéutica: la modulación de los niveles intracelulares de GSH. 

   

Son múltiples los argumentos que justificarían esta forma de abordaje 

antitumoral. Por un lado, se ha demostrado que las células del melanoma presentan 

niveles elevados de GSH y que dichos niveles están relacionados no sólo con una mayor 

capacidad metastática, sino también con la inherente drogorresistencia que presenta este 

tipo de tumor (Prezioso, 1992; Serafino, 1998; Serrone, 1999). Estos datos, junto a la 

importante implicación del GSH en la síntesis de melanina –participa en la 

detoxificación de los productos tóxicos, como la dopaquinona, producidos durante la 

síntesis de este pigmento– hacen de este tripéptido un elemento biológico fundamental 

en la evolución del melanoma.  

 

De hecho, se ha descrito que la disminución farmacológica de los niveles de 

GSH reduce la capacidad proliferativa de dichas células tumorales (Meister, 1983; 

Hutter, 1997), tal y como hemos observado también en el presente estudio en las células 

del melanoma murino B16F10 y melanoma humano A375. 

  

En la actualidad, una de las modalidades antitumorales más utilizadas en el 

melanoma metastático, la quimioinmunoterapia o bioquimioterapia, presenta como uno 

de los principales inconvenientes la elevada toxicidad que producen la mayoría de los 

protocolos ensayados en la clínica. Dentro de las sustancias farmacológicas empleadas, 

los agentes alquilantes como representante quimioterápico, y la IL-2 como representante 

bioterápico, son unos de los mayores exponentes utilizados en dicha bioquimioterapia.   
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En relación con los primeros, es conocida la significativa disminución del GSH 

inducida por los agentes alquilantes, como la CY, en células hepáticas, células de la 

mucosa vesical, linfocitos, etc. Esto explica, en parte, la toxicidad producida por estos 

citostáticos, observándose, inmunosupresión, náuseas, vómitos, alopecia, neumonitis y 

fibrosis pulmonar, cardiotoxicidad, disfunción gonadal, cistitis hemorrágica y toxicidad 

hepática (Gershwin, 1974; Segura, 2001; McDonald, 2002). Dicha toxicidad reduce 

considerablemente la calidad de vida de los pacientes y limita de forma importante la 

posibilidad de administrar dosis de intensificación, lo que permitiría aumentar su 

respuesta terapéutica (McBride, 1987). En el caso particular de la CY, en este estudio 

hemos observado la importante reducción intracelular del GSH y la significativa 

leucopenia dosis-dependiente que produce este fármaco. 

 

La CY –N,N-bis(β-cloroetil)-N’,O-propilen ácido fosfórico éster diamida– 

(Gershwin, 1974) es un agente antineoplásico utilizado, desde 1960, en el tratamiento 

de una gran variedad de tumores humanos como meduloblastomas (Friedman, 1986; 

Zia, 2002), leucemias (Robak, 2002), linfomas (Sparano, 2002), adenocarcinoma de 

próstata (Bayani, 2002), carcinomas de mama (Colozza, 2002), pulmón (Ardizzoni, 

2002) y ovario (Harper, 2002), además del melanoma (Mitchell, 1989; Curti, 1998; 

Bass, 1998; Berd, 2001; Mitchell, 2003).  

 

Aunque este citostático no es un agente habitual en la quimioterapia del 

melanoma, ha sido utilizado en estudios de experimentación animal y en el tratamiento 

quimioinmunoterápico del melanoma humano, debido a la existencia, según algunos 

autores, de sinergia en la actividad antitumoral de la CY y la IL-2 (Dray, 1989; Ueno, 

1994; Mastrangelo, 1996; Bass, 1998).  

 

Son conocidas las propiedades inmunosupresoras de los agentes 

quimioterápicos; sin embargo, se ha observado, tanto en ensayos en animales como en 

estudios humanos, que algunos citostáticos, como la CY, administrados a dosis bajas, 

potencian la respuesta inmune (Berd, 1988; Mitchell, 1992). Este hecho puede ser 

debido a que la CY mejora la inmunidad debido a la inhibición selectiva de las células T 

supresoras o de sus progenitores (Livingston, 1987; Bass, 1998). 

 



VI. Discusión 

159 

 

La CY es un agente que necesita ser metabolizado por las enzimas microsomales 

hepáticos para poder ejercer su efecto antitumoral. Por acción de la citocromo P450, la 

CY se convierte en 4-hidroxiciclofosfamida, la cual está en equilibrio tautomérico con 

la aldofosfamida; ésta por intermedio del GSH es convertida en fosforamida mustard –el 

metabolito más importante de la actividad antineoplásica de la CY– y acroleína [Figura 

39]. A este último se le considera el principal metabolito responsable de la reducción 

del contenido de GSH producido por la CY y, en consecuencia, de la toxicidad 

producida por este agente antitumoral (Friedman, 1990; Ramu, 1995; Kehrer, 2000). De 

hecho, el GSH es la diana más importante de la acroleína, la cual disminuye el 

contenido intracelular de este tripéptido mediante la conjugación no enzimática con el 

grupo tiol (DeLeve, 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 39. Metabolismo de la CY. 

 

 

Tal y como hemos observado en los estudios in vitro, la acroleína produce 

también una disminución importante de GSH en las líneas de melanoma B16F10 y 

A375, lo que en consecuencia, reduce la capacidad proliferativa de estas células 

tumorales.  
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La disminución de la capacidad tumorigénica fue observada también en los 

estudios in vivo, en donde el efecto antitumoral de la CY dio lugar a un aumento 

significativo de la supervivencia de los animales con metástasis hepáticas del melanoma 

B16F10. Dicho incremento fue dosis-dependiente como pudo observarse con las dosis 

de 50 y 250 mg/kg, siendo 500 mg/kg una dosis letal en el 100% de los animales. 

 

Al igual que los agentes alquilantes, la administración de IL-2 produce, también, 

un amplio abanico de efectos tóxicos, entre los que cabe destacar la hipotensión, la 

toxicidad del sistema nervioso central, cardiorrespiratoria, renal, hepática, hematológica 

(Kammula, 1998; Mavroukakis, 2001; Eklund, 2004) e incluso mortalidad en un 2% de 

los pacientes tratados (Keilholz, 2000; Atkins, 2002), lo que limita sustancialmente su 

utilización terapéutica.  

 

La utilización de la IL-2 en la terapia antitumoral se fundamenta en ser el factor 

de crecimiento más potente de las células T. Una vez que las células T CD4+ o CD8+ 

han sido activadas a través del receptor de la célula T (TCR), la existencia de IL-2 

exógena es suficiente para inducir por un factor de mil su expansión clonal (Smith, 

1980). La IL-2 ejerce sus efectos estimuladores –activación, proliferación y 

supervivencia– de las células del sistema inmunitario del huésped a través de su 

receptor específico (IL-2R), expresado en la membrana de las células inmunes. 
 

En las células normales, existen dos tipos de receptor para la IL-2, el receptor de 

intermedia afinidad y el receptor de alta afinidad. El receptor de intermedia afinidad es 

un complejo heterodimérico formado por las subunidades IL-2Rβ (p75; también 

conocido como CD122) e IL-2Rγ (p64; conocido también como CD132), el cual se 

expresa de manera constitutiva en diversos tipos celulares, entre los que están los 

linfocitos T, células NK, eosinófilos basófilos y neutrófilos. Cuando la célula es 

activada por antígenos, mitógenos y algunas citocinas, se expresa el IL-2Rα (p55; 

también conocido como CD25), que en asociación con el receptor de intermedia 

afinidad darán lugar a la forma de heterotrimérica llamada complejo de alta afinidad 

(Taniguchi, 1993; Gómez, 1998) [Figura 40].  
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Figura 40. Interleucina-2 (IL-2) y su receptor (IL-2R). 
 

 

Está demostrado que el IL-2Rα es el principal responsable de la unión específica 

de la IL-2 para la formación del complejo de alta afinidad y, en consecuencia, del 

estímulo de las funciones de los linfocitos dependientes de esta interleucina. Es 

conocido que en ausencia de IL-2, las subunidades del IL-2R no se encuentran 

acopladas en la superficie de la célula T. Como se ha comentado anteriormente, en las 

células T activadas, se produce un alto nivel de expresión del IL-2Rα, y es la unión de 

IL-2 al IL-2Rα la que permite el acoplamiento de esta subunidad con las unidades IL-

2β y IL-2γ, para dar lugar a la forma heterotrimérica estable y al inicio de la 

transducción de la señal. De este modo, es la expresión del IL-2Rα y su unión a la IL-2 

lo que limita la funcionalidad del IL-2R de alta afinidad en estas poblaciones celulares 

(Malek, 2004). 

 

Igualmente, en los linfocitos T citotóxicos dependientes de IL-2, el 

reconocimiento y la posterior unión de la IL-2 al receptor α, activa la formación del 

complejo de alta afinidad, iniciándose así, la cascada de señales celulares (Droge, 1994; 

Liu, 1996). 

γγγγc αααα IL-2Rαβγαβγαβγαβγcββββ

IL-2

γγγγc αααα IL-2Rαβγαβγαβγαβγcββββ
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En este estudio, hemos comprobado que el 70.2% y 96.3% de las PBMCs 

estimulados con el mitógeno PHA-M durante 4 h y 24 h, respectivamente, expresan el 

IL-2Rα. Sin embargo, la expresión de dicho receptor no es exclusiva de las células 

normales sino que también es expresado por las células de determinados tumores 

sólidos, entre otros, algunos adenomas, carcinomas renales, fibrosarcomas, tumores de 

mama y melanoma (Plaisance, 1993; Doucet, 1997; García-Vázquez, 2000).  

 

En el caso particular del melanoma, se ha descrito que algunas líneas de 

melanoma humano, en condiciones de cultivo normales, presentan la capacidad de 

secretar IL-2 de forma autocrina.  

 

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que el tratamiento con esta 

interleucina produce además un incremento de la proliferación de las células del 

melanoma (Alileche, 1993; Boyano, 1997; García-Vázquez, 2000). Dicho efecto 

protumoral de la IL-2 ha sido comprobado también en nuestro estudio con las líneas del 

melanoma B16F10 y A375, las cuales expresan, efectivamente, el receptor para dicha 

citocina.  

 

En este trabajo hemos observado además, que la administración de IL-2 en estas 

líneas de melanoma lleva consigo un rápido incremento de los niveles de GSH previo al 

aumento de su capacidad proliferativa. En este sentido, se debe tener en cuenta que el 

contenido intracelular de GSH influye de manera importante en el efecto de la IL-2. De 

hecho, en estudios realizados en linfocitos, se ha observado que dicho tripéptido 

interviene en la regulación de la unión, internalización y degradación celular de esta 

citocina, afectando también, al crecimiento y diferenciación linfocitaria, como se ha 

demostrado en los linfocitos T citotóxicos (Liang, 1989, 1991). En estos estudios se ha 

demostrado, asimismo, que la disminución de los niveles de GSH induce una supresión 

de la proliferación celular causando importantes disfunciones inmunes (Smyth, 1991).   

Dicha disfunción puede estar motivada por alteraciones en diferentes señales de 

transducción de la IL-2, en los que igualmente participa el GSH.  
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Entre las señales importantes en la transducción del estímulo biológico de esta 

interleucina se encuentra la proteína quinasa C –PKC– (Gómez, 1995; Isakov, 2002) y 

el factor de transcripción nuclear kappa B –NFκB– (Gómez, 1997).  

 

La PKC es una serina/treonina quinasa citoplasmática, dependiente de 

fosfolípidos, cuya activación es uno de los sucesos más rápidos en la cascada de señales 

de transducción. La PKC es una familia de isoenzimas que son fosforiladas o activadas 

en respuesta a factores de crecimiento, hormonas, neurotransmisores y citocinas (Lahn, 

2004). Esta proteína participa en importantes funciones celulares como el crecimiento 

celular, la diferenciación, la expresión génica (Mellor, 1998; Isakov, 2002), además de 

la activación de los linfocitos T (Berry, 1990; Isakov, 2002). En este último caso, la 

estimulación de las células T se produce como resultado de la transcripción de algunos 

genes y de la expresión de una variedad de moléculas entre las que se encuentran las 

citocinas y sus receptores, como es el caso de la IL-2 e IL-2R (Szamel, 1998; Isakov, 

2002).  

 

Se ha observado que alteraciones en el estado redox están implicados en una 

gran variedad de funciones bioquímicas entre la que se encuentra la actividad de dicha 

proteína quinasa y otras enzimas implicadas en las señales de transducción (Anderson, 

1983; Bauskin, 1991). De esta manera, la actividad PKC puede ser susceptible de ser 

regulada por los niveles intracelulares de GSH, habiéndose sugerido que la disminución 

de dichos niveles podría interrumpir las funciones esta enzima, alterando así, el proceso 

de la proliferación celular (Ward, 1998). 

 

Entre las diferentes isoenzimas de la PKC, se ha observado niveles anormales de 

PKCα en muchas líneas celulares transformadas y en varios tumores humanos, 

asociándose esta expresión a una motilidad e invasividad alta de las células tumorales.  

 

Asimismo, en algunas células tumorales epiteliales de hígado de rata, se ha 

observado que el aumento de la PKCα puede activar el NF-κB, dando lugar a la 

proliferación tumoral y, a su vez, a una reducción de la apoptosis de dichas células 

tumorales (Lahn, 2004). 
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De este modo, el NF-κB es otro de los factores importantes en el metabolismo 

celular, participando en funciones relacionadas con la diferenciación funcional de las 

células inmunes, resistencia ante la inducción de la apoptosis, la transformación celular 

y el crecimiento tumoral (Baeuerle, 1996; Janssen-Heininger, 2000).  

 

En las células no estimuladas, el NF-κB se encuentra en el citoplasma en su 

forma no activa mediante su interacción, entre otros, con inhibidores específicos como 

son las proteínas de la familia IκB –α, β, γ y ε–.  

 

La activación del NF-κB se produce cuando este factor se disocia de su inhibidor 

(IκB), pudiendo translocarse al núcleo (Miyamoto, 1994; Arlt, 2002). Algunas quinasas, 

como RNA-quinasa activada –PKR– (Kumar, 1994), Raf-I (Li, 1993) y las isoformas de 

PKC, ξPKC y εPKC (Genot, 1995) e IκB quinasa (IKK), están implicadas en dicha 

activación del NF-κB, siendo esta última proteína quinasa, fundamental en la activación 

del factor de transcripción en respuesta a la citocinas proinflamatorias (DiDonato, 

1997).  

 

De hecho, el NF-κB está implicado en la inducción de la transcripción de genes 

de gran importancia inmunológica, como los relacionados con el TNF-α, antígenos del 

complejo mayor de histocompatibilidad, el IL-2R y la IL-2 (Gómez, 1997). En este 

sentido, el promotor del gen de la IL-2 y el IL-2Rα contiene una secuencia con sitios de 

unión para el NF-κB (Grant, 1992; Droge, 1994). Los estudios realizados sugieren que 

la activación de la IL-2 mediante el NF-κB podría ocurrir a través de las quinasa Rho y 

ξPKC (Baeuerle, 1996) y que la unión del NF-κB a su secuencia de reconocimiento está 

influida por el ambiente redox (Hutter, 2000; Dominici, 2003). De hecho, Liu y cols. 

(2000) sugieren un modelo bifásico que explicaría el requerimiento dual de un estado de 

oxidación-reducción celular en la activación del NF-κB. En dicho modelo, se propone 

que el GSSG citosólico sería necesario para la activación del NF-κB, mientras que el 

GSH nuclear estaría implicado en la unión óptima del NF-κB a su secuencia [Figura 

41].  
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El requerimiento dual del estado redox anteriormente citado se ha comprobado 

en ensayos realizados in vitro, observándose que, por un lado, alteraciones en los 

niveles de GSSG citoplasmáticos provocados, por ejemplo, por el incremento de los 

niveles de H2O2 celulares, activa el factor NF-κB y que, por otro lado, el aporte de 

antioxidantes como la cisteína, NAC o vitamina E produce la inhibición de su 

activación (Meyer, 1993; Droge, 1994; Hutter, 2000). 

 

 

Figura 41. Estado de oxidación-reducción celular necesario para la activación del NF- 

κB. 

 

Por otra parte, la activación del NF-κB en las células del melanoma se puede 

producir de manera espontánea, sin estímulo exógeno (Liu, 2000). Esta activación del 

NF-κB ha sido descrita en un gran número de tumores sólidos y permite, no sólo la 

transformación maligna y la progresión tumoral, sino que también proporciona a la 

célula tumoral mecanismos que le hacen escapar de la vigilancia del sistema inmune y 

de las terapias antitumorales (Ravi, 2004).  
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De esta manera, se ha observado que la inhibición del NF-κB puede aumentar la 

sensibilidad de las células tumorales a los agentes antineoplásicos y, en consecuencia, se 

ha propuesto la inhibición de este factor de transcripción en las células tumorales como 

diana terapéutica.  

 

Sin embargo, tal y como se ha señalado anteriormente, el NF-κB es un factor 

importante en la respuesta inmune y se ha observado que los inhibidores de este factor 

de transcripción –antiinflamatorios, glucocorticoides y antioxidantes, entre otros– no 

son selectivos ya que, igualmente, inhiben el NF-κB en las células del sistema inmune 

(Arlt, 2002). 

 

Todos estos datos sugieren, que la acción de la IL-2 depende, en gran medida, 

del contenido existente de GSH intracelular. Por lo tanto, en el tratamiento de los 

animales llevado a cabo en nuestros estudios con la combinación de CY + IL-2, la 

disminución de GSH observada en los PBMCs tras la administración del agente 

alquilante impediría llevar a cabo un efecto estimulador adecuado de la IL-2 sobre 

dichas células inmunes. De hecho, hemos observado que la adición de IL-2 al 

tratamiento con CY no produce ningún beneficio terapéutico, e incluso da lugar a un 

IAT inferior a la unidad en los animales tratados con dicha terapia combinada. 

 

Con el objetivo final de aumentar el índice terapéutico del tratamiento 

bioquimioterápico en el melanoma, en el presente trabajo se ha llevado a cabo una 

modulación farmacológica selectiva del GSH con los siguientes objetivos particulares: 

 

1. Aumentar el contenido de GSH en las células normales, que tenga efecto 

citoprotector contra la toxicidad inducida por el tratamiento 

quimioinmunoterápico. 

 
2. Disminuir simultáneamente el contenido de GSH en las células del melanoma, 

consiguiendo un efecto quimiosensibilizador al tratamiento quimioterápico. 
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3. En base al cumplimiento de los objetivos previos, llevar a cabo tratamientos 

quimioterápicos in vivo con dosis de intensificación, sin aumento de la toxicidad 

limitante. 

 
4. Revertir el efecto protumoral de la IL-2, manteniendo su acción estimuladora del 

sistema inmune. 

 
5. Aumentar la respuesta antitumoral de la bioquimioterapia consiguiendo 

incrementar la supervivencia con una toxicidad aceptable. 

 

Esta modulación selectiva de los niveles de GSH de forma simultánea en el 

tejido normal y tumoral ha sido posible gracias a la utilización de OTZ. Los efectos de 

esta prodroga de cisteína han sido comparados con los producidos por la NAC y BSO, 

dos agentes que han sido ampliamente utilizados en estudios preclínicos y clínicos para 

la modulación del GSH.  

 

La NAC es una prodroga de cisteína desarrollada para evitar la importante 

toxicidad que produce la administración directa de este aminoácido, el cual es un 

elemento esencial para la síntesis de GSH. Desde 1984, se están realizando estudios con 

esta sustancia por su utilidad en la prevención de enfermedades relacionadas con 

alteraciones del estado redox y en procesos tumorales (Zafarullah, 2003). 

 

Los mecanismos de protección de este tiol frente a la mutagénesis y la 

carcinogénesis están relacionados con un importante número de efectos biológicos, 

entre los que destacan la actividad antioxidante, participación en los mecanismos de 

reparación del ADN, la modulación de la expresión génica y de las señales de 

transducción, efectos inmunológicos, la regulación de la supervivencia celular y de la 

apoptosis, la inhibición de la transformación celular, de la invasión y metástasis y de la 

actividad angiogénica, entre otras (Albini, 1995; Morini, 1999; De Flora, 2001).  
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Debido a todos estos efectos, la NAC ha sido utilizado en clínica para el 

tratamiento de diferentes patologías asociadas con niveles deficientes de GSH como el 

síndrome distrés respiratorio (Bernard, 1997), enfermedad broncopulmonar crónica 

(Grandjean, 2000; Stey, 2000), daño hepático producido por el acetaminofeno y el 

SIDA.  

 

En esta última enfermedad, caracterizada por los bajos niveles de GSH en el 

plasma y en las PBMCs infectadas por el virus, la administración continuada de NAC 

aumenta los niveles de GSH en dichas células, pudiendo realizar éstas sus funciones 

inmunes, además de suprimir la expresión del virus VIH (Kalebic, 1991; Mihm, 1991; 

Droge, 1993).  

 

En relación al tratamiento antitumoral, la inducción del incremento de la síntesis 

de GSH por la NAC ha motivado su utilización, principalmente, como agente 

quimioprotector empleado junto con agentes alquilantes, como por ejemplo, contra la 

urotoxicidad asociada a la CY o la nefrotoxicidad relacionada con el tratamiento con 

cisplatino (Gosland, 1996; Khuri, 2000).  

 

Sin embargo, dicho incremento de los niveles de GSH por la NAC no es 

específico de las células normales, ya que, como hemos observado, su acción 

estimuladora se produce también en las células del melanoma B16F10, aumentando su 

capacidad proliferativa y protegiendo a las mismas contra la acción citotóxica de la 

acroleína. Por otro lado, se debe tener en cuenta que el tratamiento con la NAC produce 

también una serie de efectos secundarios como náuseas, vómitos, diarreas y 

broncoespasmo (Flanagan, 1991). 

 

En lo referente al BSO, la eficacia del tratamiento con este inhibidor de la γ-

GCS ha sido demostrada tanto en los estudios preclínicos como en ensayos clínicos, 

habiendo sido utilizado, principalmente, con la finalidad de –a través de la reducción de 

los niveles de GSH– incrementar la sensibilidad de las células tumorales al tratamiento 

con radiaciones ionizantes (Leung, 1993; Yi, 1994; Tobi, 2000) y drogas citostáticas 

como los agentes alquilantes (Russo, 1986; O´Dwyer, 1996; Bailey, 1997).   
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Los estudios que hemos llevado a cabo con este agente modulador para el 

tratamiento de las células del melanoma B16F10 están en consonancia con lo descrito 

en la bibliografía. Los ensayos realizados in vitro nos permitieron observar que la 

importante reducción de GSH (97%) producida por el BSO dio lugar a una significativa 

inhibición de la proliferación de las células B16F10.  

 

Asimismo, esta reducción del GSH mediada por el BSO produjo un incremento 

en la citotoxicidad inducida por la acroleína, observándose un efecto sinérgico en el 

resultado antiproliferativo producido con la combinación de ambos tratamientos (FMD 

= 1.8).  

 

Estos efectos antiproliferativos demostrados in vitro, se extendieron a los 

ensayos in vivo, donde la administración aislada de BSO incrementó la supervivencia de 

los animales (IS = 115%) y su combinación con CY demostró mayor eficacia 

antitumoral que el tratamiento con el citostático de forma aislada (IS = 200% con el 

BSO + CY y 177% con CY, respectivamente).  

 

Sin embargo, dicha eficacia antitumoral se acompañó de un incremento de la 

toxicidad, en comparación a la producida por el tratamiento único con el agente 

alquilante. En particular, se produjo un aumento significativo de la pérdida de peso, 

anemia y, sobre todo, un incremento de la leucopenia. Este efecto tóxico ha sido 

también previamente descrito en estudios clínicos, en donde, por ejemplo, se ha 

observado que la asociación de melfalán con BSO incrementa significativamente la 

mielosupresión (Bailey, 1998).  

 

Dicha toxicidad es debida a que el BSO no ejerce su actividad de forma 

selectiva, reduciendo los niveles de GSH tanto en las células tumorales como en las 

células sanas y sensibilizando, en consecuencia, ambas poblaciones celulares al efecto 

tóxico de los agentes alquilantes. En este sentido, en nuestros estudios hemos observado 

que el tratamiento in vivo con BSO produce una disminución (51%) significativa del 

contenido intracelular de GSH de las PBMCs.  
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Igualmente, otros autores han demostrado en estudios in vitro, que el BSO da 

lugar a una reducción de la capacidad proliferativa linfocitaria en respuesta a la IL-2, a 

través de la reducción del contenido intracelular de GSH y la inactivación del NF-κB, 

entre otros mecanismos (Droge, 1994). 

 

Además de la toxicidad a nivel del sistema inmune, el tratamiento con BSO 

produce también, entre otros efectos secundarios, toxicidad gastrointestinal, urinaria y 

del sistema nervioso central (O´Dwyer, 1996; Bailey, 1998). 

 

La consecución de la modulación selectiva del GSH como estrategia terapéutica 

depende, según diversos estudios, del conocimiento de las diferencias fisiológicas 

existentes entre las células sanas y tumorales en la síntesis y metabolismo del GSH, así 

como del nivel de expresión de las enzimas relacionadas con el GSH.  

 

En este sentido, se ha demostrado una menor expresión de la enzima 5-OPasa en 

algunas líneas de células tumorales en relación a las células sanas, por lo que ha sido 

considerada como un factor importante para obtener dicha modulación selectiva del 

GSH (Chen, 1998).  

 

La 5-OPasa cataliza la hidrólisis de la 5-oxo-L-prolina a L-glutamato –uno de 

los tres aminoácidos que forman parte en la síntesis del GSH– uniendo de esta forma las 

reacciones de síntesis y metabolismo del GSH en el ciclo γ-glutamilo (Van Der Werf, 

1975). Se ha observado que el OTZ –análogo de la 5-oxo-L-prolina– actúa también 

como sustrato de la 5-OPasa, la cual convierte a esta prodroga de cisteína en S-

carboxicisteína, hidrolizándose, posteriormente, a cisteína y CO2 (Meister, 1983; 

Baruchel, 1995; Chen, 1998). 

 

Algunos estudios han demostrado que, al contrario de lo que ocurre con el NAC 

y el BSO, el tratamiento con OTZ presenta el beneficio de la selectividad, 

incrementando los niveles de GSH en el tejido sano y disminuyéndolo, 

paradójicamente, en el tejido tumoral (Russo, 1986; Baruchel, 1995; Wang, 1996; Chen, 

1998).  
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Dichos estudios sugieren que el OTZ, actuando en competencia con la 5-oxo-L-

prolina por la 5-OPasa, podría ejercer dos efectos diferentes sobre los niveles de GSH, 

dependiendo del nivel de expresión de la enzima 5-OPasa y de la cantidad de 

aminoácidos necesarios para la síntesis de GSH (Meister, 1983; Srivenugopal, 1997; 

Chen, 1998). De este modo, el OTZ incrementaría los niveles intracelulares de GSH de 

las células sanas a través de un aumento del aporte de cisteína –en condiciones normales 

el aminoácido limitante de la síntesis de GSH en dichas células– (Williamson, 1982; 

Meister, 1983; Baruchel, 1995), y reduciría el contenido de GSH de las células 

tumorales mediante la inhibición de la síntesis de glutamato a partir de la 5-oxo-L-

prolina.  

 

De hecho, se ha observado que en las células tumorales y en otras células en 

condiciones de estrés oxidativo, el glutamato es el factor limitante de la síntesis de GSH 

(Matsuno, 1992; Kang, 1993). 

 

Este efecto selectivo de la modulación del GSH por el OTZ ha sido observado 

también en nuestros estudios, tanto in vitro como in vivo. Entre los resultados obtenidos 

destaca el hecho de que el efecto terapéutico del OTZ depende tanto de la concentración 

utilizada como del tiempo de exposición a dicho agente. 

 

En los ensayos in vitro observamos que la administración del OTZ reduce 

significativamente el contenido intracelular de GSH en los dos modelos de melanoma 

utilizados, siendo máxima dicha reducción –alrededor del 50%– una hora tras la 

exposición a la procisteína. Sin embargo, este efecto no se produce de forma dosis-

dependiente, sino a una concentración óptima específica –1 mM en el melanoma 

B16F10 y 2.5 mM en el melanoma A375–, de manera que dosis superiores o inferiores 

a ésta anula su efecto terapéutico.  

 

Otros estudios llevados a cabo en diferentes modelos tumorales, han descrito que 

la administración de OTZ no produce ninguna modificación o incluso incrementa los 

niveles de GSH (Sugimoto, 1996).  
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En este sentido, otros autores señalan que la administración de dosis altas de 

OTZ puede producir una inhibición prácticamente total del metabolismo de la 5-

oxoprolina, lo que daría lugar a una acumulación de ésta, y la consecuente saturación de 

la 5-OPasa (Williamson, 1981; Anderson, 1998). Si este es el caso, es posible que tenga 

lugar una vía alternativa para la biosíntesis de GSH a través de las enzimas 

pertenecientes al ciclo γ-glutamilo, la γ-GT y la GSH sintetasa, que actuarían como by-

pass de la GCS, tal y como se ha demostrado en algunas líneas celulares con el 

tratamiento con BSO (van Klaveren, 1997). Estas discrepancias revelan el hecho de la 

importancia de la concentración y tiempo de exposición al OTZ, así como del tipo de 

línea tumoral sobre la que se realiza el estudio. 

 

En nuestro caso, la reducción del contenido intracelular del GSH producido por 

el OTZ dio lugar no sólo a una reducción de la proliferación de las células del 

melanoma B16F10 y A375, sino que incrementó de manera significativa su sensibilidad 

a la citotoxicidad inducida por la acroleína, produciéndose de este modo un efecto 

sinérgico entre el OTZ y dicho metabolito de la CY (FMD = 1.3) en el caso del 

melanoma B16F10, y un efecto aditivo (FMD = 0.8) en el caso del melanoma A375. 

 

Otro aspecto importante del OTZ en ambas líneas celulares fue la anulación del 

efecto protumoral que sobre las mismas produce la IL-2, de manera que la exposición a 

dicha procisteína previo al tratamiento con IL-2, inhibe el aumento de los niveles de 

GSH inducido por la interleucina, y da lugar a una mayor reducción de la proliferación 

celular que la obtenida con el tratamiento aislado de OTZ. Este efecto podría ser debido 

a una inhibición de la unión de la IL-2 a su receptor presente en la superficie celular de 

las células de melanoma utilizadas.  

 

En este sentido, en el presente estudio se ha investigado el efecto del OTZ sobre 

la expresión del IL-2Rα en las células del melanoma A375, el cual está presente en un 

81.5% de la población celular. De esta manera, pudimos observar que mientras el 

tratamiento con OTZ disminuye la expresión del IL-2Rα, la exposición de las células a 

la IL-2 aumenta significativamente la densidad del mismo, lo cual puede ser producido 

a partir de la señalización intracelular tras la unión del complejo IL-2/IL-2R.  
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Sin embargo, la exposición previa a OTZ reduce el efecto de la IL-2, de manera 

que la densidad del receptor es menor a la observada tras el tratamiento con IL-2 sola. 

Este efecto puede ser debido a que el tratamiento con OTZ altera la señalización de la 

IL-2, bien dificultando la unión de la interleucina a su receptor, o bien obstaculizando la 

síntesis de los receptores para su posterior internalización. La disminución de dicha 

internalización podría estar relacionada, también, con un descenso de la actividad PKC 

y del NF-κB que, como se ha señalado anteriormente, son dependientes del estado 

redox intracelular y sensibles, por lo tanto, a una disminución del contenido intracelular 

de GSH como la producida por el OTZ. 

 

Acorde con estos datos, resulta también evidente el hecho de que se produzca 

una menor utilización y secreción de la IL-2 por parte de las células del melanoma 

A375 cuando éstas han sido previamente tratadas con OTZ. Así, mientras en los 

cultivos de A375 control y en los tratados con OTZ no se detecta la presencia de IL-2 en 

el sobrenadante, en las células tratadas con IL-2, una vez producido el consumo inicial, 

es posible detectar niveles superiores de IL-2 a los añadidos inicialmente. Estos 

resultados sugieren que, si bien las células del melanoma A375 expresan 

constitutivamente el IL-2R, son capaces de sintentizar IL-2 de forma autocrina y 

utilizan el complejo IL-2/IL-2R para su proliferación, este sistema no es funcional hasta 

que se produce la unión de IL-2 exógena al IL-2R y la posterior internalización de la 

señal del complejo IL-2/IL-2R. Es lógico pensar que la presencia de dicha IL-2 exógena 

puede provenir de la secretada por las propias células del sistema inmune o de la 

suministrada como droga antitumoral durante la terapia del melanoma. De este modo, el 

propio tratamiento con IL-2 activaría el mecanismo de estimulación autocrina de dicha 

citocina, lo que permitiría su utilización y posterior secreción por parte de las células del 

melanoma, induciendo así, un aumento de su proliferación celular. Este hecho enfatiza, 

más aún si cabe, la importancia de la modulación selectiva de la actividad de la IL-2 en 

las células sanas y tumorales, lo cual puede ser llevado a cabo con el tratamiento con 

OTZ.  
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En el caso de las células del melanoma A375, el mecanismo de secreción 

autocrina de IL-2 se encontraría reducido ante la presencia de OTZ, dado que la 

concentración de IL-2 detectada en el sobrenadante de los cultivos tratados con OTZ + 

IL-2 es significantemente inferior respecto a las células tratadas con IL-2 sola. 

 

 Respecto al efecto del OTZ en las PBMCs, nuestros resultados muestran que, al 

contrario de lo que ocurre en las células de melanoma A375, la exposición previa de 

OTZ a la IL-2 da lugar a una mayor expresión del IL-2Rα. Así, hemos observado que, a 

las 4 horas después del tratamiento, si bien los tratamientos aislados con OTZ e IL-2 

aumentan el IL-2Rα (18.7% y 39.0%, en comparación al control, respectivamente), la 

exposición a OTZ + IL-2 indujo una mayor expresión de dicho receptor (45.6%). Este 

efecto es de gran importancia dado que la expresión de dicho receptor es fundamental 

para la expansión clonal posterior de las células linfocitarias (Cheng, 2002). 

 

Sin embargo, a las 24 horas del tratamiento, mientras la exposición con IL-2 

mantiene aumentada la expresión del receptor, el tratamiento con OTZ solo y la 

combinación OTZ + IL-2 provoca una disminución de dicho receptor, si bien con el 

tratamiento combinado no se producen diferencias en comparación al control. 

 

En concordancia con estos resultados, el estudio de la proliferación indica que 

los tratamientos de las PBMCs con OTZ, IL-2 y OTZ + IL-2 dan lugar a un aumento 

significativo de la proliferación celular a las 24 horas, aunque después de este tiempo 

únicamente la exposición a IL-2 sola mantiene una expansión clonal continua a las 48 y 

72 h. De este modo, resulta importante señalar que en las primeras horas de tratamiento, 

el aumento de los niveles intracelulares de GSH, como el inducido por OTZ, es señal 

suficiente capaz de aumentar inicialmente (y con la misma intensidad que lo produce el 

tratamiento con IL-2 sola) el índice proliferativo sin la presencia de IL-2. Otros autores 

han señalado también que la proliferación in vitro de las células T puede ocurrir de 

forma independiente al complejo IL-2/IL-2R (Razi-Wolf, 1996). Estos resultados 

enfatizan el hecho de que uno de los acontecimientos moleculares más precoces que se 

producen de forma previa al aumento de la división celular linfocitaria es el incremento 

de los niveles intracelulares de GSH.  
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De hecho, tal y como se ha comentado anteriormente, ya a los cinco minutos de 

la administración de OTZ se produce el aumento de este tripéptido. Pero el tratamiento 

único con OTZ es incapaz de mantener la expansión clonal después de las 24 horas, y 

en ausencia de IL-2 disminuye de forma muy acusada la población celular 

−seguramente a través de un proceso apoptótico−, incluso por debajo de los niveles del 

control. Sin embargo, con la exposición al tratamiento combinado OTZ + IL-2 se 

produce una menor disminución de la población celular, no existiendo diferencias 

significativas respecto a las células control. Estos datos, por un lado, confirman la 

necesaria presencia de IL-2 para una mayor expansión clonal a más largo plazo de las 

células previamente estimuladas, lo cual ha sido demostrado también por otros autores 

(Malek, 2004); por otro lado, sugieren el hecho de que quizás el aumento de los niveles 

de GSH previo al tratamiento con IL-2 acelere el proceso de expansión clonal, 

diferenciación y posterior entrada en apoptosis de las células linfocitarias y, en 

definitiva, induzca una renovación acelerada de dicha población celular. 

 

Esta posible explicación coincidiría con los resultados observados en los 

estudios in vivo, en donde el tratamiento con ambos agentes OTZ + IL-2, administrado 

en combinación con CY, es el que mejor resultado produce en términos de mayor 

supervivencia global y menor toxicidad, permitiendo incluso la dministración de dosis 

letales del citostático. 

  

En dichos estudios in vivo, pudimos observar que el OTZ demuestra en sí mismo 

actividad antitumoral, incrementando significativamente la supervivencia de los 

animales tratados –días 0 al 8– respecto al grupo control. Al igual que en la 

experimentación in vitro, el efecto terapéutico del OTZ se produce de manera no dosis 

dependiente, siendo máximo (IS = 123%) con la concentración de 2.5 mmol/kg, 

mientras concentraciones diferentes dan lugar a mínimas o nulas diferencias respecto al 

control. Resulta importante reseñar, además, que dicho tratamiento no produjo toxicidad 

significativa en los animales. En estudios clínicos realizados con la administración de 

OTZ en otras patologías, la aplicación de este fármaco tan sólo produjo sofocos, 

pruritos y mareos (Kalayjian, 1994; Moberly, 1998).  
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La actividad antitumoral propia del OTZ depende, por un lado, de su actividad 

antiproliferativa de las células del melanoma mediado por la disminución del contenido 

intracelular de GSH en dichas células; por otro lado, a través del aumento de dicho 

tripéptido en las PBMCs, lo que como hemos demostrado en los estudios in vitro, 

resulta ser un estímulo para su expansión clonal inicial. El incremento máximo (174%) 

de los niveles de GSH en las PBMCs se produce a las 2 horas del tratamiento con OTZ, 

tras el cual se produce un retorno paulatino a los niveles control. 

 

Está demostrado que los agentes alquilantes utilizados en el tratamiento 

antitumoral reducen rápidamente los niveles de GSH de las células inmunes y, por ello, 

presenta gran dificultad el mantenimiento de los niveles óptimos de GSH/GSSG 

necesarios para la protección y funcionalidad de estas células. Por ello, resulta de gran 

importancia la protección contra la disminución del GSH inducidas por estos agentes 

antitumorales. 

 

En nuestro estudio, hemos observado que el incremento de los niveles de GSH 

en los PBMCs producido por el OTZ, permite obtener dicho efecto citoprotector de 

estas células inmunes contra la acción mielosupresora de la CY. Así, la adición de OTZ 

al tratamiento con CY da lugar a una menor reducción de los niveles de GSH (20%) 

respecto al tratamiento con CY sola (50%). Gracias a este efecto, disminuye 

significativamente la leucopenia inducida por este agente alquilante. Sin embargo, el 

tratamiento con OTZ no previene la anemia producida por la CY, lo cual puede estar en 

relación con el hecho de que los eritrocitos no poseen la enzima 5-OPasa (Williamson, 

1982), necesaria para el metabolismo del OTZ. 

 

La citoprotección ejercida por el OTZ permitió llevar a cabo la administración 

de dosis de intensificación de CY. Así, fue posible administrar a los animales el doble 

de la dosis máxima tolerable por los mismos, esto es, la dosis letal de 500 mg/kg.  
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De este modo, la adición de OTZ a esta dosis letal de CY produjo un incremento 

muy significativo de la supervivencia (IS = 279%) con una toxicidad aceptable que 

permitió proteger al 80% de los animales de la toxicidad letal. Dicho tratamiento 

combinado aumentó, en consecuencia, de forma importante el beneficio terapéutico de 

la CY (IAT = 1.14). 

 

En la actualidad, uno de los objetivos en el tratamiento antitumoral es la 

posibilidad de incrementar la dosis de los agentes quimio o radioterápicos –dosis de 

intensificación– que permita obtener un mayor control de la enfermedad neoplásica. 

Uno de los principales inconvenientes, observada en la mayoría de los ensayos clínicos, 

para conseguir dicha finalidad es la mielosupresión producida por dicha dosis de 

intensificación.  

 

Con el fin de paliar los efectos secundarios, en la terapia antitumoral se han 

introducido diferentes sustancias como son los factores de crecimiento hematopoyético 

–el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y el factor estimulador de 

colonias de granulocitos-macrófago (GM-CSF)– y la amifostina.  

 

Los factores de crecimiento hematopoyético G-CSF y GM-CSF son 

glucoproteínas que regulan la proliferación y diferenciación de las células progenitoras 

y la función de las células sanguíneas, a través de la interacción con sus receptores 

localizados en la superficie de las membranas celulares de los granulocitos y 

macrófagos (Groopman, 1989; Nicola, 1997; Thomas, 2002).  

 

Sin embargo, dichos factores no son agentes citoprotectores en sí mismos, no 

siendo eficaces en prevenir la disminución inicial del efecto citotóxico producido por la 

quimioterapia sobre los leucocitos. La acción de estos agentes se realiza a través de una 

amplificación de los progenitores mieloides, acelerando su proceso de maduración y 

liberación a la circulación sanguínea, acortando en consecuencia, la duración de la 

neutropenia (Bregni, 1996; Johnston, 1998; Janik, 2001). 
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Por el contrario, la amifostina [WR-2721; S-2(3-aminopropilamino) ácido 

etilfosforotioico] es un tiofosfato que está considerado como un citoprotector contra la 

toxicidad ejercida por diferentes agentes antineoplásicos sin pérdida del efecto 

antitumoral de los mismos, motivo por el cual está siendo utilizado en ensayos clínicos 

–en particular en combinación con agentes quimioterápicos como el cisplatino, la CY y 

la radioterapia– (Mohr, 1998; Murray, 2000; Merlin, 2002; Anne, 2002). Debido a este 

efecto citoprotector, la FDA ha aprobado la utilización de la amifostina en pacientes con 

cáncer de ovario frente a la nefrotoxicidad de cisplatino y para prevenir la xerostomía 

provocada por las radiaciones en la terapia del cáncer de cabeza y cuello (Brizel, 2003).  

 

La amifostina, a través de una desfosforilación llevada a cabo por la enzima 

fosfatasa alcalina de la membrana celular, se transforma en su metabolito activo WR-

1065, una molécula tiólica que mediante simple difusión penetra al interior celular 

(Koukourakis, 2002). El mecanismo citoprotector de la amifostina es complejo, 

incluyendo la detoxificación directa de los agentes alquilantes y la protección del ADN 

frente a los radicales libres. Se ha señalado que dicho agente protector ejerce su acción 

de forma selectiva en las células sanas (Kemp, 1996; Alberts, 1999), lo cual puede ser 

debido, entre otros mecanismos, a una disminución de la actividad de la fosfatasa 

alcalina en las células tumorales, a la existencia de una hipovascularidad y acidificación 

del ambiente tumoral (Koukourakis, 2002), o también a una modulación de los niveles 

de GSH intracelular (Uma Devi, 1990; Bhanumathi, 1994; Belkacemi, 2001). Sin 

embargo, algunos autores señalan que el aumento de los niveles de GSH inducido por la 

amifostina y, en consecuencia, la protección frente a los agentes citotóxicos, se puede 

producir no sólo en las células sanas, sino también en las células tumorales (Smouluk, 

1988; Issels, 1989).  

 

Además, otros estudios recientemente publicados indican que la amifostina no 

previene la mielosupresión inducida por los agentes citotóxicos (Freyer, 2002), 

señalando además, la presencia de efectos secundarios producidos por este agente como 

náuseas, vómitos, hipotensión, hipocalcemia y reacciones alérgicas (Hospers, 1999; 

Gradishar, 2001; Vardy, 2002). 
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Todo este conjunto de resultados obtenidos con el tratamiento con OTZ, 

demostrando que esta procisteína es capaz de revertir el efecto protumoral de la IL-2 y 

sensibilizar a las células tumorales a la CY, protegiendo de forma simultánea a las 

células sanas, nos sugería que la modulación ejercida por el OTZ podría ser considerada 

una buena estrategia terapéutica para optimizar el tratamiento bioquimioterápico con 

CY e IL-2. 

 

En primer lugar, observamos que la combinación in vivo de OTZ e IL-2 produjo 

un incremento significativo de la supervivencia (IS = 126%) respecto a los animales 

control, e igualmente superior al tratamiento con IL-2 sola (IS = 119%). Tal y como ha 

sido señalado anteriormente, la pauta de administración del OTZ en combinación con la 

IL-2 resulta determinante para que se produzca dicha respuesta antitumoral. Así, 

mientras el tratamiento diario de OTZ (días 3-8) en combinación con la IL-2 no produjo 

ningún efecto terapéutico, la administración discontinua de dicha procisteína (días 3, 6 y 

8) en combinación con el tratamiento diario de IL-2, fue la pauta que demostró obtener 

un efecto terapéutico, sin producción de toxicidad, aumentando, de esta modo, el índice 

terapéutico (IAT = 1.26).  

 

La diferencia establecida por la pauta terapéutica puede venir determinada por el 

hecho de que las células inmunes necesitan unos niveles óptimos de GSH/GSSG para 

poder realizar todas sus funciones, entre ellas, la acción antitumoral (Messina, 1989; 

Droge, 1994). Ensayos realizados por Kinscherf y cols. (1994) sugieren que el sistema 

inmune es extremadamente sensible, no sólo a la deficiencia de GSH o de cisteína, sino 

también al exceso de estos dos compuestos. De esta manera, la administración continua 

de OTZ podría modificar el nivel óptimo de GSH/GSSG requerido por los linfocitos 

para llevar a cabo su acción antitumoral. 

 

En segundo lugar, múltiples referencias bibliográficas señalan que los pacientes 

con melanoma metastático tratados con la combinación de IL-2 y quimioterapia 

presentan un mayor número respuestas objetivas respecto a los tratados sólo con 

quimioterapia. Sin embargo, no existen estudios concluyentes que demuestren que dicha 

combinación produzca un aumento significativo de la supervivencia de los pacientes, 

incrementando, eso sí, considerablemente la toxicidad. 
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Igualmente, en nuestros estudios hemos observado que la combinación de IL-2 + 

CY no produce diferencias significativas en la supervivencia de los animales respecto a 

la administración aislada del agente alquilante, si bien, la adición de IL-2 al tratamiento 

con CY tampoco dio lugar a un aumento significativo en la toxicidad. Este resultado es 

comprensible si se tiene en cuenta que la IL-2 fue administrada a dosis bajas, 

concentración utilizada en base a la demostración por otros autores, de que incluso dosis 

bajas de IL-2 son capaces de potenciar la actividad antitumoral de las células T, 

reduciéndose de forma considerable la toxicidad de dicha interleucina (Lindemann, 

1993; Meropol, 1996).  

 

Sin embargo, y en concordancia con los resultados previos, la adición de OTZ + 

IL-2 al tratamiento quimioterápico con CY fue la combinación terapéutica que dio lugar 

al mayor efecto antitumoral. Efectivamente, la respuesta al tratamiento con CY se vio 

beneficiada del efecto cooperativo de la bioterapia combinada OTZ + IL-2, llegando a 

aumentar la supervivencia de los animales con cualquiera de las dosis de CY 

administradas (135%, 221% y 320% con las dosis de 50, 250 y 500 mg/kg). Además, 

resulta importante señalar que el 100% de los animales tratados con la dosis letal de 500 

mg/kg obtuvieron un largo tiempo de supervivencia (>50 días), que en ningún caso fue 

obtenido con las dosis altas de CY sola ni con las combinaciones de CY + OTZ o CY + 

IL-2. 

 

El incremento de la actividad antitumoral de la CY obtenido gracias a la 

administración de OTZ + IL-2 puede ser debido a dos razones principales. Por un lado, 

al efecto antitumoral que en sí mismo produce dicha combinación, tal y como ha sido 

señalado anteriormente. Por otro lado, resulta evidente el aumento en el efecto 

citoprotector producido por la combinación OTZ + IL-2 respecto a la ejercida por 

dichos agentes de forma aislada. De hecho, la administración conjunta de estos 

fármacos reduce significativamente la leucopenia y la pérdida de peso de los animales 

inducida por la CY, e incluso anula completamente la toxicidad letal cuando este agente 

es administrado con la dosis de 500 mg/kg.  
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Aún más, el tratamiento OTZ + IL-2 permitió que tras la administración de 

dichas dosis letales, los animales obtuvieran una rápida recuperación de la pérdida de 

peso hasta niveles previos al inicio del tratamiento, lo que indica una mejora en la 

calidad de vida de los mismos.  

 

La valoración conjunta de esta reducción de la toxicidad y el elevado incremento 

de la supervivencia permite obtener un importante aumento en el beneficio terapéutico 

(IAT = 1.6) producido por la adición de OTZ a la bioquimioterapia con CY + IL-2 en el 

tratamiento del melanoma metastático B16F10 que, sin lugar a duda, es la principal 

finalidad de cualquier enfoque terapéutico antitumoral.  

 

Los resultados obtenidos in vitro con la línea del melanoma humano A375 son 

semejantes a los del modelo de melanoma murino B16F10, lo cual resulta prometedor 

en el sentido que los datos obtenidos in vivo en el modelo murino podrían ser también 

extrapolables al modelo humano. 
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1. La IL-2 produce un efecto protumoral en el melanoma. Este efecto es 

evidenciable por: a) el aumento de los niveles intracelulares de GSH y la 

proliferación de las células de melanoma murino B16F10 y del melanoma 

humano A375, y b) el estímulo de la expresión del IL-2Rα y de la secreción 

endógena de IL-2 por la células A375, inducido por la administración exógena 

de IL-2. 

 
2. El OTZ produce un efecto antimelanoma. Este efecto es evidenciable por: a) la 

disminución de los niveles de GSH y la reducción de la proliferación de las 

células B16F10 y A375, y b) la disminución de la expresión del IL-2Rα y de la 

secreción endógena de IL-2 por las células A375 inducida por la administración 

exógena de IL-2, revirtiendo, de este modo, el efecto protumoral de esta 

citocina. 

 
3. El OTZ aumenta los niveles de GSH y la proliferación de las células 

mononucleares de sangre periférica, y produce un efecto citoprotector de estas 

células frente a la acción citotóxica de la ciclofosfamida. 

 

4. En ratones C57Bl6 con metástasis hepáticas del melanoma B16F10, la 

administración a dosis óptima y en pauta discontinua de OTZ, mejora el 

beneficio terapéutico de la IL-2 y de la CY, permitiendo además una 

intensificación de dosis de este agente alquilante por encima de la dosis máxima 

de tolerancia. 

 

5. En dicho modelo tumoral, la adición de OTZ reduce la toxicidad producida por 

el tratamiento quimio-inmunoterápico con dosis letales de CY + IL-2 y permite 

casi duplicar la supervivencia obtenida por dicho tratamiento combinado 

administrado a dosis de tolerancia. 

 

6. En consecuencia, el efecto antimelanoma y citoprotector de las PBMCs 

producido por el OTZ aumenta la eficacia y el índice terapéutico de la 

bioquimioterapia con CY + IL-2. 
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