
 

 

 

                                                           eman ta zabal zazu 

 

Universidad  Euskal Herriko 

del País Vasco  Unibertsitatea 
 

MEDIKUNTZA ETA ODONTOLOGIA FAKULTATEA 

FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA 

 

Dpto. de Biología  Zelulen Biologia 

 Celular e Histología  eta Histologia Saila 

 

 

 

 

 

 

 

CITOCINAS PROINFLAMATORIAS: 

PARTICIPACIÓN EN LA MODULACIÓN DE 

LA ACTIVIDAD DEL MELANOMA 

EXPERIMENTAL B16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Por: Juan Carlos de la Cruz Conde 

     Licenciado en Ciencias Biológicas 

     LEIOA, 2014 

 

llzibcaa
Texto escrito a máquina
© 2014, Juan Carlos de la Cruz Conde



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

Mi más sincero agradecimiento, 

 

 

A la Dra. Alicia García de Galdeano, directora de este trabajo por su sinceridad, apoyo, 

orientación, dedicación y estímulo permanente; pero sobre todo, por la confianza que 

depositó en mí para la realización del mismo. La aventura que iniciamos está a punto de 

terminar. Juntos recorrimos todo este camino y a pesar de las adversidades, ha merecido 

con mucho la pena aprender y trabajar colaborando contigo en este grupo. 

 

A los Profesores Mª Luz Cañavate, Juan Aréchaga, Mª Dolores Boyano, Antonia Álvarez, 

Francisco José Sáez, Fernando Unda, Enrique Hilario, Gorka Pérez-Yarza, Jon Arlucea, 

Carmen de la Hoz y Noelia Andollo, por todas las facilidades recibidas a lo largo de la 

realización de esta Tesis. Entre otras: la cesión de locales y el uso de equipos técnicos 

(citometría de flujo y microscopía de fluorescencia) e informáticos. Por su asesoramiento 

científico y haber puesto a mi disposición bibliografía. Así como, material de laboratorio 

de todo tipo, tanto fungible como diversos productos. 

 

Además, quiero hacer mención especial al Dr. Manuel García Sanz, que aunque ya no este 

físicamente, nos brindó su colaboración desinteresada y del que siempre obtuvimos todo 

tipo de facilidades y atenciones. 

 

A mis Amigos que forman parte del Departamento de Biología Celular e Histología, en 

especial a Loli García Vázquez, la persona que me enseñó con cariño y paciencia infinita. 

Cuyos consejos y opiniones siempre me resultaron útiles y de la que jamás obtuve palabras 

de reproche. Trabajamos codo con codo en el Laboratorio de Cultivos IV y a ella debo en 

gran parte todo lo que soy. Gracias por haber podido contar siempre contigo en cualquier 

momento de manera incondicional. Sabes que para mí eres la mejor, conocerte ha sido un 

privilegio y un gran Honor. 

 

A las personas con las que empecé en este mundillo, casi todos ellos son ya Doctores o 

están trabajando lejos, que me recibieron con los brazos abiertos y que con su ejemplo de 

espíritu de equipo, afán de superación, constancia, capacidad de trabajo y sacrificio me 

metieron aún más el gusanillo de la investigación. De la Sala de Alumnos: el Grupo 

capitaneado por Lorea (Miren, Teresa, Marco, Billy, Josune, Joseba, María, Julio, Aitor, 

Bea y Javi Mikel) Raquel, Olga y Edurne (Histología) Isa y Javi (Citometría) Yolanda 

(Cultivos II) Loli y Teresa (Cultivos IV) Marimar, Noelia, Paola, Ricardo, Raúl y Peña 

(Embriología) y de los Cursos de Doctorado: Ibon y Jon (Biología Celular-Fisiología) y 

Javi (Central). 



 

 

 

 

A mis Compañeros de sobremesa del "Central" (Celia, Naiara, Susana, Aitor, Arnaldo, 

Isbaal, María, Mónica, Lucía, Aintza, Bea y Agurtzane) por su hospitalidad, autenticidad y 

amistad desde el primer momento. Además, tanto en los momentos de ocio como en temas 

de trabajo, me ofrecieron su atención y me echaron una mano ante cualquier duda o 

situación adversa que se planteó. 

 

A la segunda “Hornada” de Investigadores y Doctores por sus palabras de aliento: Sergio, 

Laura, Montse, Galder y Héctor (Histología) Alex, Unai, Cris, Lorena e Iker (Embriología 

Experimental) sin olvidar a Pipe (Central) al Grupo de los: Iñigo, Elvira, María, Natalia, 

Virginia, Verónica, Clarisa, Nerea, Aritz, Iker, Itzi, Feli, Joana y Aitor (Cultivos III). Y en 

especial, a mis colegas del laboratorio de Inmunología Celular en esta última etapa: 

Philippe, Jangi y Sahand, Borja, Itzi y Yoana. Su colaboración eficaz, experiencia, 

perseverancia y esfuerzo me empujaron a terminar con más ganas si cabe este proyecto. 

Mucha suerte a todos. 

 

A los integrantes del “Talde Estabulario” (Gloria, Amale, Adolfo (aunque ya no estés 

físicamente, siempre serás un referente a seguir) Almu, Arantzazu, Miren Josu, Elena, 

Yolanda, Garbi, Pepe, Natalia, Arantza, Maite, Idoia, Susana, Eneritz y Cristina) trabajar 

con vosotras es una gozada. Nunca olvidaré los buenos momentos que disfrutamos juntos: 

los descansos de café y palmera, las cuchipandas, las parrilladas en Akarlanda y las salidas 

lúdico-gastronómicas. Pero sobre todo, gracias por vuestra amistad incondicional, ayuda 

constante y colaboración en lo laboral y en lo personal. Vuestra impecable profesionalidad, 

esfuerzo y asesoramiento, son un ejemplo a seguir de buen hacer y de Servicio óptimo. 

Bihotz-bihotzez eskerrik asko! 

 

A la plantilla del AZP/PAS del Dpto. (Mila, Mª José, Cristina, Adolfo, Rafael, Pilar y 

Asun) Carmen (Microbiología) Fernando y Delbiñe (Neurociencias) y Zuriñe 

(Audiovisuales) por su alegría, paciencia y amabilidad. Además, por su eficacia y 

profesionalidad técnica y administrativa que contribuyeron a que todo fuera mucho más 

fácil. También a Mari Carmen, Candelas, Encarni, Vanessa, María y José Luis, por TODA 

su ayuda y simpatía cada tarde. 



 

 

 

A TODOS mis inolvidables Compañer@s del Campus de Gipuzkoa, que desde el primer 

momento me recibieron con los brazos abiertos, donde todo fueron facilidades y 

atenciones. Juntos hemos colaborado y convivido intensamente durante casi 5 años en la 

Facultad de Psicología ¡Qué rápido pasa el tiempo cuando estás tan a gusto y te sientes 

uno más del Grupo! En especial, a TODOS los integrantes del Departamento de Procesos 

Psicológicos Básicos y su Desarrollo. Al Grupo de Psicobiología, que me brindó la 

oportunidad de vivir la Ciencia desde otro punto de vista (Arantza, Larraitz, Amaia, 

Joserra, Eduardo, Gari, Oscar, Yayone y Raúl entre otros) a los nuevos Investigadores 

que se incorporan al grupo (Aitziber, Eneritz, Eider, Aritz, Joana y Ainhitze). 

Agradecimiento que hago extensivo a TODO el Grupo de Aprendizaje, en especial a: 

Sindi, Gabriela, Elena, Rocío, Joxan, Naiara y Mirari. Por último, a dos grandes 

Profesionales que colaboraron conmigo en el Servicio General de Animalario del Campus 

de Gipuzkoa (SGIker) sin cuya ayuda nada habría sido posible (Eneritz Gómez y Raquel 

Amigo). 

 

A mis Compañer@as del AZP/PAS de Gipuzkoa. Cada uno en su Campo contribuyó a 

que este trabajo fuera más fácil. El Grupo de la Biblioteca de Psicología/FICE (Idoia, 

Mónica, Arantza M y R, Gabi, Paloma, Txoperena, Edurne y María) el Personal de 

Conserjería (Joseba, Bea, Juan Mari, Mikel, Mertxe y Txerra) el Personal de 

Administración (Loli, Arrate, Isa y TODAS mis chicas de Secretaría FIFI y PIPI) Laura y 

Aitor (Audiovisuales) Jorge, Pello y Julio (CIDIR) Fredy (Mc Giver) y Mikel (Phone). 

Muy en especial, a mi gran Amiga Ana Saralegi a la que debo muchísimo. 

 

A mis Padres (Mª del Rosario y Nicolás) a mis Hermanos (José Ignacio y Begoña) a mi 

cuñado Iñigo y a mi sobrino Iker, por haber estado a mi lado durante todo este tiempo, 

animándome y apoyándome en los buenos y malos momentos, sin su comprensión y ayuda 

este proyecto no hubiese sido posible. Vuestro cariño a pesar de mis agobios ha sido el 

aliento y la fuerza que me ha guiado durante este tiempo. Por todo esto y mucho más, esta 

Tesis Doctoral fruto del trabajo de estos años está dedicada especialmente a vosotros. 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ÍNDICE 
 



 

 

 



 

 

i 

 

ÍNDICE 
 

 

 

ÍNDICE DE CONTENIDOS………………………...…………………………..…....………………I 

ÍNDICE DE FIGURAS…………...…...……………………..………………...……..…...………….V 

ÍNDICE DE TABLAS……………………………………………………..……...……….…………XI 

ABREVIATURAS……………………………………………..……...………...…..…….....……..XIII 

RESUMEN…………..…………………………………………...…...………….....…....…………..XIX 

 

I. INTRODUCCIÓN                                                                     1 

 

1. Progresión tumoral y metástasis……………..……..…………...………..…..1 

2. Melanoma………………………………………………………………………………..7 

3. Citocinas…………………………………………………………………………….…..11 

3.1. Interleucina 2 (IL-2)………………...………..…………………..………..…14 

3.2. Interleucina 6 (IL-6)………………………..…...………………………..…..19 

3.3. El Factor de Necrosis Tumoral-alpha (TNF-)...................................23 

3.3.1. Participación del TNF- en el desarrollo tumoral........................35 

 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS                                                                            43 

 

 1. Antecedentes e Hipótesis....................................................................................43 

 2. Objetivos......................................................................................................................46 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS                                            49 

 

 1. Materiales……………………………………………………….…..………………..…49 

  1.1. Líneas celulares.............................................................................................49 

  1.2. Materiales empleados en los cultivos celulares....................................51 

  1.3. Medios, reactivos y soluciones..................................................................51 

   1.3.1. Medios de cultivo..........................................................................51 

   1.3.2. Reactivos y soluciones tamponadas...........................................52 

   1.3.3. Soluciones fijadoras......................................................................53 

   1.3.4. Colorantes.......................................................................................54 

   1.3.5. Medios de montaje........................................................................54 

  1.4. Productos de origen biológico..................................................................55 

 



 

 

ii 

 

 2. Métodos………………………………………..……………...…………………...……..59 

  2.1. Cultivos celulares..........................................................................................59 

   2.1.1. Mantenimiento de las líneas tumorales......................................59 

   2.1.2. Mantenimiento de la línea L929..................................................60 

   2.1.3. Mantenimiento de la línea CTLL-2……………...…...………....60 

   2.1.4. Congelación y descongelación de células.................................60 

   2.1.5. Viabilidad y recuento celular.......................................................61 

  2.2. Ensayo de invasión celular........................................................................62 

2.3. Cámaras de cultivos celulares asociadas a portaobjetos..................64 

   2.3.1. Tinción de F-Actina con TRICT-Faloidina..............................65 

  2.4. Ensayo de adhesión celular.......................................................................66 

2.5. Determinación de moléculas de superficie: CD44, ICAM-1 

RIL-2, RIL-2y VLA-4..........................................................................68 

   2.5.1. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta……..………….…...68 

   2.5.2. Análisis mediante citometría de flujo.........................................69 

   2.5.3. Microscopía de inmunofluorescencia.........................................70 

2.6. Capacidad clonogénica: Formación de colonias.................................71 

  2.7. Estudio de la actividad proliferativa celular: Ensayo XTT…....….74 

2.8. Ciclo celular: Marcaje con ioduro de propidio...................................75 

   2.8.1. Análisis mediante citometría de flujo.........................................75 

2.9. Producción de IL-2: ensayo biológico con las células 

CTLL-2………………………………………………...………………………….….78 

2.10. Producción de IL-6: inmunoensayo enzimático (Kit comercial de 

la IL-6).....................................................................................................................81 

2.11. Producción de TNF-...............................................................................83 

   2.11.1. Obtención de sobrenadantes......................................................83 

   2.11.2. Determinación del contenido en TNF-: Bioensayo con 

células L929..................................................................................83 

  2.12. Determinación de los niveles de expresión de p21WAF1/CIP1 

mediante inmunoensayo……………………..………......……………….85 

 

IV. RESULTADOS                                                                     89 

 

1. Estudio del efecto de la IL-2 y de la IL-6 en las células del 

melanoma B16.........................................................................................................89 

1.1. Determinación de la capacidad de invasión de las células del melanoma 

B16 tratadas con IL-2 e IL-6…………….…………………..………...….…89 



 

 

iii 

 

1.2. Determinación de la capacidad de adhesión “in vitro” de las células del 

melanoma B16 tratadas con IL-2 e IL-6…………….……….…...…….…92 

1.3. Estudio de la modulación por IL-2 de los niveles de expresión del 

receptor de la IL-2 (RIL-2, RIL-2) y de ICAM-1 en las células del 

melanoma B16…………………………………………………....……..….…..94 

1.4. Estudio de la modulación por IL-6 de los niveles de expresión de 

VLA-4 en las células del melanoma B16…………………….....………….97 

1.5. Determinación de la capacidad clonogénica de las células del melanoma 

B16 tratadas con IL-2 e IL-6…………………………..…………..……......98 

1.6. Estudio de la capacidad de producción de IL-2 e IL-6 en las células 

del melanoma B16…………………...…………………..………...…………..99 

1.7. Determinación de la capacidad proliferativa en las células del 

melanoma B16 tratadas con IL-2 e IL-6……...………………………….104 

 

2. Estudio del efecto del TNF- en las células del melanoma 

B16...............................................................................................................................108 

2.1. Determinación de la capacidad de invasión de las células del melanoma 

B16 tratadas con TNF-.............................................................................108 

2.2. Efecto del TNF- sobre el patrón de distribución de filamentos de 

F-actina en las células del melanoma B16 tratadas con TNF-..........110 

2.3. Determinación de la capacidad de adhesión “in vitro” de las células del 

melanoma B16 tratadas con TNF-.........................................................112 

2.4. Estudio de los niveles de expresión de las moléculas de adhesión: 

VLA-4 y CD44 en células del melanoma B16 tratadas con TNF-...114 

2.5. Determinación de la capacidad clonogénica de las células del melanoma 

B16 tratadas con TNF-.............................................................................119 

2.6. Determinación de la capacidad de proliferación de las células del 

melanoma B16 tratadas con TNF-…..……………………….…...……..120 

2.7. Estudio del ciclo celular en las células del melanoma B16 tratadas con 

TNF-.............................................................................................................123 

2.8. Estudio de los niveles de expresión de p21WAF1/CIP1 en las células 

del melanoma B16 tratadas con TNF-……………...……………....…..128 

2.9. Efecto de la C2-ceramida sobre las células del melanoma B16: 

proliferación y capacidad clonogénica………………...……...….…….…130 

2.10. Estudio de la capacidad de producción de TNF- por las células del 

melanoma B16…………………………...………………………..………..…135 

2.11. Inducción de la producción de IL-2 por TNF- en las células del 

melanoma B16………………………………………………...…...…...……..137 



 

 

iv 

 

2.12. Inducción de la producción de IL-6 por TNF- en las células del 

melanoma B16…………………………………………...……...…...………..139 

2.13. Análisis de la capacidad proliferativa y clonogénica del TNF- en 

las células del melanoma B16 pretratadas con IL-2 e IL-6…..…...….141 

 

V. DISCUSIÓN                                                                                                   145 

 

 1. Estudio de la IL-2 e IL-6 en el melanoma B16..................................................147 

  1.1. Efecto inducido por IL-2: modulación de la invasión y la expresión de 

ICAM-1……………………………………………………………..……...…..147 

1.2. Expresión del sistema IL-2/RIL-2 en el melanoma B16…………...….152 

1.3. Efecto inducido por IL-6: modulación de la invasión y la expresión de 

VLA-4……………………………………………………………………….….154 

 

 2. Estudio del TNF en el melanoma B16………...……..…………….…...…...….....161 

  2.1. Modulación por el TNF de las propiedades de invasión y 

adhesión…………………………………………………….…….……..……..161 

  2.2. Modulación por el TNF- de la capacidad de formación de colonias, 

la actividad proliferativa, el ciclo celular y el estado redox de las 

células B16……………………………………………………..………....…...167 

2.3. Mecanismos involucrados en el efecto del TNF-: expresión de 

p21
WAF1/Cip1

…………………………………………………………...………..171 

2.4. Ceramida induce muerte celular en el melanoma B16…………...…....175 

  2.5. El TNF como factor de supervivencia para el melanoma B16……....177 

 

 3. TNF y microambiente tumoral……………………………………...……...……....180 

 

VI. CONCLUSIONES                                                                                                  185 

 

VII. BIBLIOGRAFÍA                                                                                                   189 

 

VIII. ANEXO                                                                                                                        245 

 

1. Publicaciones…………………….………………………...…...….......……………245 

 

 



 

 

v 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

 

Figura 1. Cascada Metastática. Ilustración esquemática de la sucesión que tiene lugar 

en la diseminación hematógena de un tumor………..……………….…………….….2 

 

Figura 2. Vías de transducción de la señal del TNF-.............................................................29 

 

Figura 3. Línea celular en cultivo. (A) Melanoma B16F10 (10x). (B) Melanoma B16F10 

(32x)……………………………….………………………………………..……………….50 

 

Figura 4. Ensayo de invasión celular en macroplaca. (A) Materiales utilizados: 

insertos, macroplacas de 24 pocillos adaptadas para usar con insertos y 

pinzas. (B) Recubriendo el pocillo con MATRIGEL y añadiendo el medio 

de cultivo…………………………………………………………………...…………...….63 

 

Figura 5. Cámara de cultivos celulares asociada a portaobjetos (Tissue Culture 

Chambers Slide, Nunc)………..........……………………………..………….………..64 

 

Figura 6. Ensayo de adhesión celular “in situ”. Histogramas de adhesión celular “in 

situ” de las líneas de melanoma B16F1, B16F10 y de la línea de fibroblastos 

L929 a MATRIGEL durante 1 o 2 horas de cultivo…..………………...………....67 

 

Figura 7. Ensayo de capacidad clonogénica en distintos recipientes de cultivo. 

(A) Colonias de células del melanoma B16F10 en placas Petri. (B) Colonias de 

células del melanoma B16F1 en placas Petri. (C) Colonias de células del 

melanoma B16F10 en microplacas de 96 pocillos. (D) Colonias de células del 

melanoma B16F10 en macroplacas de 24pocillos (E) Placa de 24 pocillos de un 

ensayo de formación de colonias con células B16F10. (F) Detalle de una 

colonia 40X……………………………………………………………………………..….73 

 

Figura 8. Citometría de flujo de células del melanoma B16F10 marcadas con ioduro 

de propidio. (A) Histograma biparamétrico de contornos de nivel. 

(B) Histograma biparamétrico de nube de puntos. (C) Histograma 

monoparamétrico de intensidad de fluorescencia en escala logarítmica…..…....77 



 

 

vi 

 

Figura 9. Bioensayo para la determinación de IL-2. (A) Cultivo de células CTLL-2. 

(B) Curva patrón de la producción de IL-2…...…..……………….……................80 

 

Figura 10. Inmunoensayo enzimático para la determinación de IL-6. (A) Kit 

comercial de IL-6. (B) Curva patrón de la producción de IL-6……….…….....82 

 

Figura 11. Bioensayo para la determinación de TNF-. (A) Cultivo de fibroblastos 

L929. (B) Placa de 96 pocillos con células B16F10 de un ensayo de 

producción de TNF-……………………….…..……..………………….………...…84 

 

Figura 12. Citometría de flujo de células del melanoma B16F10 marcadas con 

p21WAF1/CIP1. (A) Histograma biparamétrico de contornos de nivel. 

(B) Histograma biparamétrico de nube de puntos. (C) Histograma 

monoparamétrico de intensidad de fluorescencia en escala logarítmica…..…..86 

 

Figura 13. Ensayo de capacidad de invasión de las células del melanoma B16. 

(A) Células B16 con un movimiento invasivo predominantemente de tipo 

mesenquimal. (B) Células B16 con un movimiento invasivo 

predominantemente de tipo ameboide.(C) y (D) Células B16 que exhiben un 

movimiento invasivo tanto mesenquimático como ameboide…….…….……….90 

 

Figura 14. Capacidad de invasión de las células del melanoma B16 tratadas con IL-2 

e IL-6. (A) Células B16F1. (B) Células B16F10………….…………..……..…...91 

 

Figura 15. Capacidad de adhesión a MATRIGEL de las células del melanoma B16F1 

y B16F10 tratadas con IL-2 e IL-6. (A) Tratamiento “in situ”. 

(B) Pretratamiento……………………………………….…..……………………...….93 

 

Figura 16. Análisis de la expresión de los receptores de la IL-2: RIL-2, RIL-2 e 

ICAM-1 en las células CTLL-2 y en las células del melanoma B16F1…..…...95 

 

Figura 17. Análisis de la expresión de las moléculas de superficie de las células del 

melanoma B16F1 tratadas con IL-2 y las células CTLL-2. (A) Receptor de la 

IL-2 (RIL-2). (B) Receptor de la ICAM-1…………………………..…………...96 

 

Figura 18. Capacidad de proliferación de las células CTLL-2 tratadas con 

PMA…………………………………..……….…………………………...…………….100 

 

Figura 19. Efecto del PMA en los cultivos de las células del melanoma B16. (A) Células 

B16F1. (B) Células B16F10…............................................................................…101 



 

 

vii 

 

 

Figura 20. Estudio de la producción de IL-6 en las células del melanoma B16F1 y 

B16F10………………………………...…………………………..…………………....102 

 

Figura 21. Curva patrón de la inducción por PMA de la producción de IL-6 en las 

células del melanoma B16F1 y B16F10……………………………….…………..103 

 

Figura 22. Proliferación de las células del melanoma B16 tratadas con IL-2 durante 

24, 48 y 72 h. de cultivo. (A) Células B16F1. (B) Células B16F10………....105 

 

Figura 23. Proliferación de las células del melanoma B16 tratadas con IL-6 durante 

24, 48 y 72 h. de cultivo. (A) Células B16F1. (B) Células B16F10………....106 

 

Figura 24. (A) Curva patrón del efecto antiproliferativo de la actinomicina-D sobre 

las células del melanoma B16. (B) Proliferación de las células del 

melanoma B16F1 y B16F10 tratadas con IL-2 e IL-6………………….………107 

 

Figura 25. Efecto del TNF- sobre la capacidad de invasión de las células del melanoma 

B16. (A) Número de colonias obtenidas en las células B16F1 pretratadas con 

TNF-durante 72 h. (B) Número de colonias obtenidas en las células B16F10 

pretratadas con TNF-durante 24 h………………….……...…………...…….....109 

 

Figura 26. Patrón de distribución de filamentos de F-actina en el citoesqueleto de las 

células del melanoma B16 teñidas con TRICT-faloidina. (A) Células B16 

Control. (B) Células B16 tratadas con TNF-. (C) Células del melanoma 

B16 en división celular. (D) Detalle del citoesqueleto de una de estas 

células……………………………...……………………………………………..……...111 

 

Figura 27. Capacidad de adhesión de las células del melanoma B16. (A) Tratamiento 

“in situ” (B) Pretratamiento con TNF- durante 24 h………………..………..113 

 

Figura 28. (A) Inmunofluorescencia de las células del melanoma B16F1 tratadas con 

TNF- para la detección de la molécula de adhesión CD44 (B) Niveles de 

expresión de la molécula de adhesión CD44 en las células del melanoma B16 

tratadas con TNF- en las dos concentraciones testadas………..…….……....115 



 

 

viii 

 

 

Figura 29. Histogramas monoparamétricos de intensidad de fluorescencia en escala 

logarítmica de citometría de flujo de los niveles de expresión de las 

moléculas de adhesión VLA-4 y CD44 en las células del melanoma B16 

tratadas con TNF-………….………………...……………………….……………..116 

 

Figura 30. Histogramas monoparamétricos de intensidad de fluorescencia en escala 

logarítmica de citometría de flujo de los niveles de expresión de la 

molécula de adhesión VLA-4 en las células del melanoma B16 tratadas 

24 h. con TNF-………….……….…………………………………………………..117 

 

Figura 31. (A) Niveles de expresión de la molécula de adhesión VLA-4 en las células 

del melanoma B16F1 y B16F10 tratadas con TNF- durante 24 y 48 h. 

(B) Niveles de expresión de la molécula de adhesión VLA-4 en las células 

del melanoma B16F1 tratadas con TNF- durante 24 y 72 h…………….......118 

 

Figura 32. Proliferación de las células del melanoma B16F10 suplementadas al 1% y 

10% SBF durante 24, 48 y 72 h. de cultivo.....................................................…121 

 

Figura 33. Proliferación de las células del melanoma B16F10 suplementadas al 1% y 

10% de SBF, tratadas con dosis de TNF- durante 96 h. de cultivo………..122 

 

Figura 34. Histogramas monoparamétricos de intensidad de fluorescencia en escala 

logarítmica de citometría de flujo de las células del melanoma B16F1 

marcadas con el ioduro de propidio…………………………………….…...……..125 

 

Figura 35. Ciclo celular de células del melanoma B16F10 tratadas con TNF-. 

(A) 10% de SBF. (B) 1% de SBF………………………….…………....…………126 

 

Figura 36. Ciclo celular de las células tratadas con TNF-. (A) Células B16F1. 

(B) Células L929………………………………..……………………………....……..127 

 

Figura 37. Citometría de flujo de las células del melanoma B16 tratadas con TNF- y 

marcadas con p21
WAF1/CIP1

. (A) Histogramas monoparamétricos de intensidad 

de fluorescencia en escala logarítmica de citometría de flujo de células del 

melanoma B16F1 control (en negro) y tratadas con TNF- (en azul). 

(B) Niveles de expresión de las células del melanoma B16F1 y B16F10 

tratadas con TNF- y teñidas con el fluorocromo p21
WAF1/CIP1

………….....129 



 

 

ix 

 

 

Figura 38. Células del melanoma B16F10 tratadas con C2-ceramida durante 24 h……..131 

 

Figura 39. Proliferación de las células del melanoma B16 suplementadas con 1% y 

10% de SBF y tratadas con C2-ceramida. (A) 24 horas. (B) 48 horas. 

(C) 72 horas………………………………………………….…………………….......132 

 

Figura 40. Análisis de tres experiencias independientes de proliferación celular de 

72 h. en células del melanoma B16 tratadas con TNF- o C2-ceramida. 

(A) Cultivos al 1% de SBF. (B) Cultivos al 10% de SBF………..............…...133 

 

Figura 41. (A) Curva patrón de la producción de TNF- por las células L929. 

(B) Sobrenadantes de las células del melanoma B16F10 tratadas con distintas 

dosis de IL-2 e IL-6 sometidos al ensayo de citotoxicidad de las células 

L929…………………………………………………………………………………...…136 

 

Figura 42. Inducción de la producción de IL-2 por TNF- en las células del 

melanoma B16. (A) Sobrenadantes de las células B16 cultivadas al 1% de 

SBF (B) Sobrenadantes de las células B16 cultivada al 10% de SBF…….....138 

 

Figura 43. Inducción de la producción de IL-6 por TNF- en las células del melanoma 

B16……………………………………………………………………………….……....140 

 



 

 

x 

 



 

 

xi 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

 

 

Tabla 1. Miembros de la Familia o Sistema del TNF................................................................24 

 

Tabla 2. Ciclo celular de las células del melanoma B16……………………….…………..…...76 

 

Tabla 3. Niveles de expresión de la molécula de adhesión VLA-4 en las células del 

melanoma B16 tratadas con diferentes dosis de IL-6..............................................97 

 

Tabla 4. Capacidad clonogénica de las células del melanoma B16F1 y B16F10 tratadas 

con IL-2 durante 24 h. y tratadas con IL-6 durante 48 h.......................................98 

 

Tabla 5. Capacidad clonogénica de las células del melanoma B16F1 y B16F10 tratadas 

con TNF- durante 24 h.............................................................................................119 

 

Tabla 6. Células del melanoma B16F1 y B16F10 tratadas con TNF-…………….....…..122 

 

Tabla 7. Ciclo celular de las células del melanoma B16F1 tratadas con TNF-...............125 

 

Tabla 8. Capacidad clonogénica de las células del melanoma B16F1 tratadas con 

C2-ceramida......................................................................................................................134 

 

Tabla 9. Ensayos de capacidad clonogénica y proliferación celular de las células del 

melanoma B16 tratadas con IL-2 durante 24 h. o tratadas con IL-6 durante 48 h. 

a las dosis indicadas……………………...…….……...…………………………...…......141 



 

 

xii 

 



 

 

xiii 

 

ABREVIATURAS 

 

 

Aa    Aminoácido. 

Abs    Absorbancia. 

Act-D    Actinomicina-D. 

ADN    Acido desoxiribonucleico. 

AJCC    American Joint Committee on Cancer. 

AMF    Factor de motilidad autocrino. 

apdo.    Apartado. 

APRIL    A Proliferating-Inducing Ligand. 

ARN    Acido ribonucleic. 

BAFF    B cell Activating Factor belonging to the TNF Family. 

BCG    Bacilo de Calmette-Guerin. 

BCMA    B-Cell Maturation Antigen. 

BRAF    Gen que codifica la quinasa de la proteína serina- 

treonina, (Serine-threonine protein kinase B-RAF). 

BSA    Albúmina sérica bovina. 

C2-ceramida   N-Acetyl-D-erythro-Sphingosine. 

CDK    Ciclinas dependientes de quinasas, (Cyclin Dependent 

Kinases). 

cDNA    ácido desoxirribonucléico complementario. 

cél/ml    Células por mililitro. 

cm    Centímetro. 

cm2    Centímetro cuadrado. 

CsA    Ciclosporina A. 

DAPI    4’,6-Diamidino-2-phenylindole (dihydrochloride). 

DMEM   Dulbecco´s modified Eagle´s médium. 

DMSO    Dimetilsulfóxido. 

EDTA    Acido etilen-diamino-tetraacético. 

EGF    Factor de crecimiento epidérmico, (Epidermal Growth 

Factor). 

EMT    Transición Epitelio-Mesenquimal. 

ERM    familia de proteínas Ezrina-Radixina-Moesina. 

FAS    Factor apoptotic synthesis. 

Fig    Figura. 

FITC    Isotiocianato de fluoresceína, (Fluorescein 

Isothiocyanate). 



 

 

xiv 

 

g    Gramo. 

GSH    Glutatión. 

h    Hora. 

HA    Ácido hialurónico. 

HEPES Tampón HEPES (4-(2-hidroxyethyl)-1- 

 piperazineethanesulfonic acid). 

HVEM   Herpes Virus Entry Mediator. 

IAP    Inhibidores de la Apoptosis. 

ICAM-1   Molécula de adhesión intercelular-1, (Intracellular 

Adhesion Molecule-1). 

IFN    Interferón. 

Ig G    Inmunoglobulina G. 

IL-1    Interleucina 1 

IL-2    Interleucina 2. 

IL-6    Interleucina 6. 

IL-6R    Receptor de la Interleucina-6. 

ILs    Interleucinas. 

IP    Ioduro de propidio. 

JAK    Janus quinasa. 

Kd    Constante de Disociación. 

KD    KiloDaltons. 

l    Litro. 

LAK    Células asesinas activadas por citocinas, (Lymphokine 

Activated Killer). 

LDH    Lactato deshidrogenasa. 

LPS    Lipopolisacárido. 

2-ME    2-Mercaptoetanol. 

M    Molar. 

g    Microgramo. 

g/cámara   Microgramo por cámara. 

g/ml    Microgramo por mililitro. 

g/vial    Microgramo por vial. 

MHC    Complejo mayor de histocompatibilidad. 

min    Minuto. 

MITF  Factor de Transcripción asociado a la Microftalmia, 

(Microphthalmia-associated Transcription Factor). 

MMP  Metaloproteinasa de la matriz extracelular, (Matrix 

MetalloProteinase). 



 

 

xv 

 

l    Microlitro. 

ml    Mililitro. 

l/ml    Microlitro por mililitro. 

ml/pocillo   Mililitro por pocillo. 

l/tubo    Microlitro por tubo. 

m    Micrómetro. 

M    Micromolar. 

mm    Milímetro. 

mM    Milimolar. 

mRNA    ácido ribonucléico mensajero. 

ng/ml    Nanogramo por mililitro. 

NF-B    Factor nuclear kappa B. 

NGF    Factor de crecimiento nervioso, (Nerve Growth 

Factor). 

NK    Células Natural Killer. 

NKT    Células Natural Killer T. 

nm    Nanómetro. 

OPG    Osteoprotegerin. 

p    probabilidad. 

p21    p21
WAF1/CIP1

. 

PBS    Tampón fosfato salino, (Phosphate Buffered Solution). 

PDGF    Factor de crecimiento derivado de plaquetas, (Plateled 

Derived Growth Factor). 

PET    Polietileno teretalato. 

PTEN    Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa. 

pg/ml    Picogramo por mililitro. 

Pm    Peso molecular. 

pM    Picomolar. 

PMA    Phorbol-12-Myristate-13-Acetate. 

RANKL   Receptor activator of NF-B ligand. 

RIL-2   Receptor de la Interleucina-2. 

RIL-2   Receptor de la Interleucina-2. 

RIL-2    Receptor de la Interleucina-2. 

ROS    Especies Reactivas del Oxígeno. 

SB    Sobrenadante. 

SBF    Suero Bovino Fetal. 

TGF-    Factor de crecimiento transformante-

TACI    Transmembrane Activator and CAML interactor. 



 

 

xvi 

 

TIL    Linfocitos infiltrantes del tumor, (Tumor-Infiltrating 

Lymphocytes). 

TIMP-1   Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1. 

TNF    Factor de Necrosis Tumoral, (Tumor Necrosis Factor). 

TNF- Factor de Necrosis Tumoral-, (Tumor Necrosis Factor 

alpha). 

TNF-    Linfotoxina. 

TNF-RI   Receptor del Factor de Necrosis Tumoral I. 

TNF-RII   Receptor del Factor de Necrosis Tumoral II. 

TRAIL  TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand. 

TRITC    Isotiocianato de tetrametil-rodamina, (Tetramethyl 

rhodamine B isothiocyanate). 

TWEAK   TNF-related Weak inducer of Apoptosis. 

Tª    Temperatura. 

U/mg    Unidades por miligramo. 

U/ml    Unidades por mililitro. 

U/vial    Unidades por vial. 

UV    Ultravioleta. 

v    Volumen. 

VCAM   Molécula de adhesión celular vascular, (Vascular Cell 

Adhesion Molecule). 

VEGF    Factor de crecimiento vascular endotelial, (Vascular 

Endothelial Growth Factor). 

VLA-4    Antígeno de aparición tardía-4, (Very Late Antigene-4). 

XTT    Sal de tetrazoilo. 

ºC    Grados centígrados. 



 

 

xvii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

 



 

 

xviii 

 



 

 

xix 

 

RESUMEN 
 

 

El melanoma es una enfermedad tumoral que se caracteriza por su alto potencial 

de agresividad y capacidad metastática. Su evolución con frecuencia es imprevisible y 

además, su incidencia está aumentando más rápidamente que la de cualquier otra neoplasia 

por lo que se ha convertido en un problema médico. Esta alta incidencia del melanoma se 

explica porque es una patología ligada a la exposición a la luz solar y por el incremento de 

la esperanza de vida en los países con cultura occidental. Una de las características 

fundamentales de esta patología tumoral es su localización superficial, lo que nos permite 

observar y estudiar directamente la progresión tumoral del melanoma. Los tratamientos 

habituales contra el cáncer no son efectivos en la terapia contra el melanoma, debido a que 

es resistente a la quimioterapia y a la radioterapia. 

 

En las últimas décadas se está tratando de introducir la Bioterapia del cáncer, que 

se basa en el uso de sustancias que pueden ser sintetizadas por el propio sistema inmune 

del paciente, que se denominan agentes inmunomoduladores con objeto de luchar contra 

los tumores. Las citocinas son agentes inmunomoduladores y en el caso del melanoma, 

varias de ellas como son: la IL-2, los IFNs y el TNF- pueden tener una relevancia 

especial como factores que también modulan la actividad de las células del sistema 

inmune, ya que este tipo tumoral es altamente inmunogénico. Por ello, muchas de las 

estrategias terapéuticas actuales se basan en la utilización de estas citocinas en 

combinación con factores que regulan los mecanismos de inmunosupresión y el empleo de 

las técnicas de biotecnología. 

 

Utilizando el modelo de melanoma experimental B16, nuestra línea de 

investigación se ha centrado en el estudio de la interacción de las células tumorales con las 

células del sistema inmune, y más concretamente, en la participación de las citocinas 

proinflamatorias en la adquisición del fenotipo metastático. Resultados previos 

demostraron que las células B16F10 tratadas con IL-2 e IL-6 inducían un aumento de la 

capacidad metastática in vivo. Este efecto parecía ser órgano específico ya que la IL-2 

aumentaba el número de focos tumorales en el hígado, mientras que el tratamiento con la 

IL-6 indujo un incremento de la capacidad metastática en el pulmón. 
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Para intentar averiguar el mecanismo responsable del efecto prometastático in vivo 

de la IL-2 y la IL-6, en el presente trabajo hemos querido profundizar en el papel de estas 

citocinas en la modulación de la actividad de las células del melanoma, utilizando sublíneas 

de distinta capacidad metastática (B16F1 y B16F10). Así mismo, hemos incluido en el 

estudio el TNF-, otra potente citocina proinflamatoria y principal inductora de la 

expresión de la IL-6. Además, hemos analizado las posibles interacciones entre estas 

citocinas en este modelo. 

 

Los resultados obtenidos revelan que tanto la IL-2, la IL-6 como el TNF- 

modulan directamente la actividad de las células del melanoma. Las células B16 de distinta 

capacidad metastática (B16F1 y B16F10) responden de forman similar a estos factores, si 

bien con diferencias de magnitud. Aunque no son inductoras de procesos celulares 

típicamente asociados al fenotipo metastático como son la capacidad invasiva, clonogénica 

y actividad proliferativa, que de hecho en algunos casos están reguladas negativamente, el 

conjunto de los resultados apunta a que la IL-2, la IL-6 y el TNF- actúan como factores 

de supervivencia para las células del melanoma B16, posiblemente utilizando mecanismos 

distintos; que en el caso del TNF- el efecto estaría mediado por la inducción del 

regulador del ciclo celular p21
WAF1/Cip1

.
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1. Progresión tumoral y metástasis 
 

 El estudio de la metástasis, es decir, del proceso que conduce a la formación de 

focos metastáticos ha recibido una considerable atención ya que en pacientes cancerosos, 

la mayoría de las muertes son causadas por metástasis que son resistentes a la terapia 

(Fidler y Hart, 1982; Fidler y Balch, 1987). Aún así, puede ocurrir aunque raramente 

sucede, que se produzcan remisiones que conllevan el paso de formas malignas a benignas 

y en ciertos casos, la desaparición completa del tumor (Salomon, 1991). 
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 La metástasis es un proceso activo, a lo largo del cual, células tumorales capaces 

de liberarse del tumor primario pueden dar lugar a la formación de nuevos focos 

tumorales o metástasis, las cuales suelen ser las causantes de la muerte del individuo. A lo 

largo de este proceso las células neoplásicas han tenido que superar diferentes barreras o 

restricciones potencialmente letales, impuestas por su propio crecimiento y por la 

interacción con las células del organismo, especialmente con las células del sistema 

inmune. Esta serie de etapas se denomina la cascada metastática (Figura 1) (Isamat y 

cols., 1994; Tannock y col., 1998; Brooks y cols., 2010; Chaffer y Weinberg, 2011; 

Ganguly y cols., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cascada metastática. Ilustración esquemática de la sucesión que tiene lugar en 

la diseminación hematógena de un tumor. Fuente de la imagen: Divoldi A, Mendonca E.A, 

Evans J.A, Rzhetsky A. 2011. Conflicting biomedical assumptions for mathematical 

modeling: the case of cancer metastasis. PLoS Computational Biology 7 (10): 31002132. 
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El primer paso que conduce a la metástasis es la infiltración e invasión del tejido 

que rodea al tumor primario. De hecho, unas de las características de los focos malignos 

tumorales es que suelen estar mal delimitados respecto del tejido normal adyacente y sus 

células tienen capacidad de invadirlo. La presión mecánica, la motilidad celular, la 

adhesión (célula-célula o célula-matriz extracelular) y la capacidad de digestión de la 

matriz extracelular del tejido circundante (del estroma) son los mecanismos causantes de 

la invasión (Nicolson, 1988; Fidler, 1991; Liotta y cols., 1991; Aznavoorian y cols., 1993; 

Klein y Aplin, 2009). 

 

 Para que ocurra la invasión, las células tumorales deben atravesar las membranas 

basales. La membrana basal está constituida fundamentalmente por fibras proteicas como 

el colágeno IV, la laminina y elastina así como por diversos tipos de proteoglicanos. La 

invasión puede ser local, dentro del mismo tejido, aprovechar las características del mismo 

para crecer a su consta. Por otro lado, el mecanismo de invasión endotelial de la 

membrana basal por parte de las células tumorales se ha descrito en tres etapas: Primero 

se adhieren a la membrana subendotelial. Seguidamente, las células tumorales segregan 

elementos proteolíticos (colagenasa, catepsina, activador del plasminógeno, etc.) que 

degradan los componentes de la matriz extracelular. Por último, migran a través de la 

membrana basal mediante protusión de pseudópodos y locomoción (Feldman y Eisenbach, 

1989; Aznavoorian y cols., 1993). 

 

 Una vez atravesada la membrana basal, las células tumorales invaden el estroma 

intersticial del tejido huésped utilizando mecanismos de adhesión y degradación 

enzimática de un modo coordinado. Para su diseminación las células tumorales utilizan los 

sistemas vasculares del organismo: el sistema linfático y el sistema sanguíneo. La entrada 

en los vasos o intravasación sigue el mismo proceso de invasión de la membrana basal ya 

descrito anteriormente. 

 

 Además del sistema circulatorio del huésped, las células tumorales pueden utilizar 

los vasos sanguíneos cuya formación han inducido ellas mismas en el seno de la masa 

tumoral. De hecho, la angiogénesis inducida por el propio tumor es uno de los procesos 

fundamentales que van a permitir el desarrollo tumoral (Weiss y cols., 1989; Blood y 

Zetter, 1990; Liotta y cols., 1991; Peignen 1995). 

 

 Las células tumorales que viajan por el torrente circulatorio o linfático, 

interaccionan con moléculas y células de la sangre. Especialmente importante es la 

interacción con las células del sistema inmune ya que estas células pueden desencadenar la 
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lisis de las células tumorales y por tanto su eliminación. De hecho, de todas las células que 

entran en el torrente sanguíneo, sólo una pequeña parte sobreviven. Este hecho ha sido 

denominado "ineficiencia metastática" (Weiss, 1985). Por el contrario, las plaquetas 

pueden favorecer la metástasis ya que al unirse a las células tumorales les protegen del 

daño físico, les aportan factores de crecimiento, favorecen los mecanismos de adhesión a 

las paredes vasculares y forman émbolos que facilitan la detención en los capilares 

(Tuszynski y cols., 1987; Rusciano y Burger, 1992). 

 

 La detención de las células tumorales que viajan por el torrente sanguíneo es el 

primer paso para el inicio de la colonización del órgano diana. Para explicar la detención y 

colonización de las células en un órgano determinado se han mantenido dos teorías que en 

sí mismas no son exclusivas. La teoría del "seed and soil" de Paget (1889) que propone 

que las metástasis surgen como consecuencia de la interacción específica entre la célula 

tumoral y el órgano diana. La teoría anatomo-mecánica, que da especial relevancia a las 

conexiones vasculares. 

 

 La extravasación de las células tumorales se produce de forma similar a la invasión 

local, Esto es que tras la adhesión específica se produce la destrucción de la lámina basal, 

Seguida de la penetración y migración a través de la matriz subendotelial con digestión de 

los componentes de la misma. Sin embargo, la mera presencia de células tumorales en un 

órgano dado no siempre garantiza el desarrollo de metástasis debido a que si las células no 

encuentran un entorno adecuado para su proliferación (el "soil" de Paget) pueden 

permanecer en estado de latencia durante un período variable de tiempo e incluso 

desaparecer (Paget, 1889). 

 

 Si el entorno celular del órgano diana lo permite, se produce el último paso 

decisivo en el proceso metastático que es la proliferación de las células que se han 

asentado en el parénquima, dando colonias que son clínicamente detectables. En el nuevo 

medio las células tumorales pueden encontrar entre otros, factores de crecimiento y de 

motilidad, que favorezcan su colonización. Las células con mayor capacidad metastática 

pueden desarrollar mecanismos de estimulación autocrinos que les confieran autonomía 

respecto del entorno, e incluso pueden inducir a las células huésped a producir factores 

que tengan un efecto positivo sobre el crecimiento del foco metastático (Rusciano y 

Burger, 1992; Nicolson, 1993; Huang y cols., 2008; Kim y cols., 2009; Brooks y cols., 

2010; Linsay y cols., 2011). 
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 Para que el proceso metastático tenga lugar, las células malignas van mutando y 

adquiriendo nuevas características que les confieran la capacidad de sintetizar una serie de 

moléculas que les permitan completar con éxito su transformación y supervivenvia. El 

conjunto de estas moléculas que son necesarias para la metástasis, así como las 

propiedades que dichas moléculas confieren a la célula, es lo que se ha denominado 

"fenotipo metastático". 

 

 Para la adquisición del fenotipo metastático, durante todo el proceso de la 

metástasis, no existe un único "metastogen" encargado de conferir malignidad a una 

célula, sino una colección de moléculas, como las oncoproteínas, las moléculas de 

adhesión, las proteasas, las citocinas, los factores de motilidad y los factores de 

crecimiento que colaboran unas con las otras (y con el entorno celular) para burlar los 

mecanismos que el organismo sano ha establecido precisamente para evitar la formación 

de las metástasis (Isamat y cols. 1994). Por ejemplo, las células tumorales pueden 

desarrollar mecanismos para evitar los efectos nocivos del estrés oxidativo (Pani y cols., 

2010; Fiaschi y Chiarugi, 2012). Todas estas moléculas y las interacciones celulares con el 

entorno, en conjunto constituyen un microambiente tumoral específico (Bidard y cols., 

2008; Alderton, 2012; Chou y cols., 2013) que junto con otra colección de factores e 

interacciones celulares se denominan hallmarks del cáncer y en conjunto, permiten analizar 

la carcinogénesis y la progresión tumoral desde un punto de vista más global (Hanahan y 

Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011). 

 

 Así, los genes que codifican ciertas proteasas y factores que influyen en la 

motilidad, funcionan de forma dominante y su sobreexpresión en la célula tumoral induce 

la capacidad metastática. Este sería el caso de la expresión de CD44, que es una molécula 

de adhesión y del factor de motilidad autocrino (AMF), que es liberado por muchos tipos 

de células tumorales (MacKay y cols., 1992). Además, existen rutas moleculares que ligan 

los procesos de inflamación y el desarrollo de la metástasis (Mantovani, 2009; Mantovani, 

2010). Por otro lado, la regulación negativa de ciertos genes recesivos como los que 

codifican los antagonistas de las proteasas o de ciertas moléculas de adhesión como las E-

cadherinas, aumenta la producción metastática (Birchmeier y cols., 1991). 

 

 Además de los genes relacionados directamente con la progresión de la metástasis, 

existen otros genes que intervienen en este proceso, a través de diversos mecanismos 

celulares tales como la regulación del ciclo celular. Por ejemplo, el p53 que es un gen 

supresor tumoral que regula negativamente la progresión tumoral a través del ciclo celular 

(Halaban y cols., 1998(a). También, la proteína p53 correspondiente actúa como un factor 
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de transcripción génico. Si se producen mutaciones en el gen p53 se inactiva el producto y 

no puede realizar su función de control del ciclo (Weinberg, 1991; Levine, 1993; Merino-

Martín y Cordero-Campaña, 1998; Box y Terzian, 2008; Fenouille y cols., 2011). 

 

 También es interesante mencionar la familia de oncogenes “ras”, no sólo se ha 

relacionado con la transformación tumoral, sino también con la adquisición de un fenotipo 

metastático. De hecho, se conoce que el nivel de expresión de la proteína p21, producto 

de un gen “ras”, se correlaciona con la capacidad metastática y su transfección provoca un 

incremento en la producción de enzimas degradativos, de factores de motilidad así como 

otras alteraciones celulares relacionadas con la capacidad invasiva (Killion y Fidler, 1989; 

Klein y Aplin, 2009). 

 

Además de la familia de oncogenes “ras”, merece la pena citar el oncogen BRAF 

que regula la actividad del NF-B en las células del melanoma humano (Liu y cols., 2007) 

e induce invasión celular en el melanoma (Arozarena y cols., 2011; Arsic y cols., 2012). 

En general, induce la metástasis del melanoma, así como la senescencia del melanocito y el 

melanoma en ratones (Dankort y cols., 2009; Dhomen y cols., 2009). Además, se ha 

descrito que el 70% de los melanomas se inicia por la mutación BRAF, que suele ser el 

primero de una serie de cambios genéticos después de la exposición excesiva al sol 

(Dhomen y cols., 2009). Sin embargo, también existen mutaciones no codificantes que 

pueden inducir el melanoma (Cossins, 2013). 

 

Otros productos liberados por la célula tumoral que inciden en su capacidad 

metastática son las citocinas y la expresión de sus receptores específicos, ya que estos 

factores solubles pueden determinar la motilidad celular, la adhesión, el crecimiento y la 

proliferación (Sporn y Roberts, 1985; Nicolson, 1988; Aznavoorian y cols., 1993; 

Nicolson, 1993; Brooks y cols., 2010; Akst, 2012). 
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2. Melanoma 
 

 El melanoma es una neoplasia de naturaleza muy agresiva, y aunque en algunos 

casos se puede dar la regresión del tumor primario e incluso de las metástasis (Avinoach y 

Aflalo, 1992; Avril y cols., 1992) en general, una vez diseminado, es prácticamente 

incurable (Denninghoff y cols., 2006). Constituye una de las neoplasias que afectan a la 

piel y se integra en el grupo de los cánceres más frecuentes. Los tumores que afectan a la 

piel se clasifican en dos tipos: melanomas (debido a que se desarrollan a partir de los 

melanocitos) y los tumores que no son melanomas (cuyo origen son células de la piel que 

no son melanocitos); estando este segundo grupo constituido entre otros por los 

carcinomas espinocelular y basocelular. Dichos carcinomas son diez veces más frecuentes, 

sin embargo, presentan una relativa baja malignidad (Kashami-Sabet, 2008; Agarwala y 

cols., 2010). 

 

 La incidencia del melanoma ha aumentado considerablemente, habiéndose 

multiplicado el número de casos por 10 en los últimos 50 años. Además, el 81% de los 

casos diagnosticados se localiza en países desarrollados (AECC, 2011). Por citar un 

ejemplo, en Minnesota, USA en los últimos 30 años, la incidencia se ha multiplicado por 8 

en mujeres jóvenes y por 4 en varones jóvenes (Reed y cols., 2012). En España, el 

incremento de la tasa de incidencia es del 181,3% en varones y del 205,3% en mujeres 

(Sáenz y cols., 2005). En Euskadi, según datos del registro del cáncer llevado a cabo en la 

Comunidad Autónoma del País Vasco, las tasas de incidencia aumentaron de 3,1 a 8,9 por 

cada 100.000 hombres y de 4,6 a 10,7 por cada 100.000 mujeres, entre los años 1986 y 

2006. (Administración de la Comunidad Autónoma del País Vasco. Departamento de 

Sanidad y Consumo. Octubre 2010). 

 

Los cambios de estilo de vida de la población, el incremento de la exposición al sol 

y la disminución de la capa de ozono, son las causas principales del incremento de la 

incidencia del melanoma (Manola y cols., 2000). De hecho, actualmente desde el punto de 

vista sanitario el melanoma constituye una de las patologías tumorales de mayor 

relevancia, ya que aunque su frecuencia dentro de las neoplasias cutáneas no es alta (entre 

el 1,5-7%) representa el 65% de las muertes por cáncer de piel, lo que indica su alto 

potencial de agresividad (Álvarez-Mon y cols., 1997; Zaballos-Diego y cols., 2001; 

Álvarez-Mon y cols., 2005; American Cancer Society, 2007). 

 

 El melanoma es un trastorno maligno que se produce por transformación tumoral 

de los melanocitos de la piel. Los melanocitos son células de origen neuroectodérmico, 
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derivadas de la cresta neural, que constituyen un componente menor de la población 

celular de la epidermis normal. Principalmente se encuentran localizados cerca de la base 

de la epidermis, siendo la tasa de queratinocitos a melanocitos de 35/1. Morfológicamente 

los melanocitos son células polidendríticas o bipolares que normalmente se replican muy 

poco, su principal característica es la capacidad de sintetizar melanina, un pigmento 

natural compuesto por polifenoles, a partir de un enzima fundamental: la tirosinasa, a 

través de una cascada de reacciones químicas (Lozano y Solano, 1989; Kondo y Hearing, 

2011). 

 

 Como consecuencia de la biosíntesis de melanina se producen unos acúmulos del 

pigmento con estructura definida llamados melanosomas. Estos melanosomas según van 

madurando, migran por las dendritas del melanocito de forma que estas prolongaciones 

celulares se encuentran cargadas de gránulos de melanina. Las dendritas sirven para la 

distribución de la melanina por toda la capa epidérmica, ya que forman una red 

tridimensional proyectándose sobre los queratinocitos que mediante fagocitosis, ingieren 

los melanosomas y los transportan en su migración hacia las capas superficiales de la 

epidermis (Lozano y Solano, 1989; Hill, 1992; Gillbro y Olsson, 2011). El factor de 

transcripción asociado a la microftalmia (MITF) es el principal regulador del desarrollo 

del melanocito, de su función y supervivencia (Cheli y cols., 2011; Cheli y cols., 2012), 

mediante la modulación de varios genes implicados en la diferenciación y progresión del 

ciclo celular (Carreira y cols., 2005; Levy y cols., 2006; Fenouille y cols., 2011). 

 

 Aunque la etiología del melanoma no se conoce con exactitud, parece que existe 

una relación entre su aparición y la exposición de la piel a la radiación solar, especialmente 

a los rayos ultravioleta (UV) (Bennett, 2008; Bennett, 2008(a). Esta relación parece estar 

basada en la interacción entre la radiación solar y el aparato biosintético de la melanina. 

Aunque se acepta que la melanina representa una protección adaptativa contra los efectos 

nocivos (mutagénicos) de los rayos UV, existe la evidencia de que el mismo sistema 

protector puede resultar mutagénico en determinadas circunstancias, por ejemplo, si la 

dosis de radiación es muy alta o continuada. En estas circunstancias, se acumulan las 

sustancias nocivas (radicales libres de oxígeno) que se generan en la síntesis del pigmento 

(Hill, 1992). Por otra parte, recientemente, se han aislado poblaciones de células madre de 

melanoma (Zabierowski y Herlyn, 2008) y además, células que inducen la diferenciación e 

inician el melanoma humano (Schatton y cols., 2008; Blanpain, 2013). 

 

Los avances en biología molecular han permitido conocer cuáles son los genes 

relacionados con la pigmentación y su implicación en la susceptibilidad al melanoma 

(Fernández y cols., 2009). Para ello, se han desarrollado consorcios internacionales para la 
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secuenciación del genoma del melanoma. Fruto de estos trabajos, se han identificado 

mutaciones frecuentes asociadas al melanoma (Berger y cols., 2012; Hodis y cols., 2012). 

 

 En cuanto al desarrollo de esta enfermedad, una de las características 

fundamentales de esta patología tumoral es su localización superficial, este hecho junto 

con la presencia del pigmento melánico, permiten observar y estudiar directamente la 

progresión tumoral del melanoma. Ambas características han permitido definir con 

bastante precisión una serie de etapas fundamentales que tienen lugar en el desarrollo del 

melanoma humano (Clark y cols., 1984), que constituyen la base del diagnóstico objetivo 

del estadio del tumor y el pronóstico de riesgo. En cada nueva etapa de la evolución del 

melanoma, las células tumorales van adquiriendo progresivamente nuevas características, 

que conducen a una mayor malignidad. 

 

 A lo largo de la evolución del melanoma se distinguen varias etapas definidas en 

base a estas características y criterios morfológicos: Etapa I) lesión tumoral benigna o 

proliferación de melanocitos, denominada nevus común; Etapa II) lesión con 

anormalidades estructurales y anatómicas o nevus displásico; Etapa III) crecimiento radial 

de la lesión; Etapa IV) crecimiento vertical de la lesión, con células capaces de 

metastatizar; y Etapa V) melanoma diseminado (Clark y cols., 1984). 

 

A los niveles de invasión de Clark, se añadió luego el grosor tumoral de Breslow. 

Posteriormente, se ha propuesto una nueva clasificación denominada TNM, que aglutina 

la medida del diámetro del tumor y la presencia de ulceración (T), el número de nódulos 

de metástasis (N) y los niveles séricos de lactato deshidrogenasa (LDH) y la localización 

de los focos metastáticos (M) (Balch y cols., 2000). La combinación de las diferentes 

categorías TNM da lugar al sistema de estadiaje AJCC 2009, donde la incorporación de 

datos de mapeo linfático con la biopsia del ganglio centinela y la enfermedad 

micrometastática permiten categorizar a los pacientes en estadios tanto clínicos como 

patológicos (Balch y cols., 2009). 

 

 Desde el punto de vista terapéutico, los tratamientos habituales contra el cáncer no 

son efectivos para combatir el melanoma, debido a que es resistente a la quimioterapia y a 

la radioterapia (Jansen y cols., 1998). Por tanto, el tratamiento actual consiste en la 

extirpación quirúrgica de la lesión (como medida preventiva) así como, la vigilancia 

mediante revisiones ya que en las etapas avanzadas, el melanoma se considera una 

enfermedad sin tratamiento y prácticamente incurable. En las últimas décadas, se ha 

intentado introducir una nueva estrategia que se denomina la Bioterapia del cáncer. 

Basada en el uso de sustancias de origen biológico, que por ejemplo, estimulan o apoyan 
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la respuesta inmune del organismo frente al cáncer y por eso se denominan agentes 

inmunomoduladores (Jasmin, 1987). 

 

Los primeros resultados obtenidos en dichos ensayos clínicos fueron poco 

alentadores (Rosenberg, 1990; Fridman, 1992). Sin embargo, se ha retomado con fuerza 

la inmunoterapia del cáncer fruto del desarrollo de nuevas estrategias combinando el uso 

de agentes inmunomoduladores con los mecanismos de inmunosupresión y la 

manipulación genética de las células aprovechando el desarrollo de la biotecnología. 

(Dougan y Dranoff, 2009; Jinushi y Tahara, 2009; Lesterhuis y cols., 2011; Finn y cols., 

2012; Page y cols., 2014). 
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3. Citocinas 
 

 Existen productos de naturaleza polipeptídica de carácter soluble que actúan 

fundamentalmente a nivel local y que desarrollan un papel determinante como moléculas 

reguladoras de las propiedades biológicas de las células. Estas moléculas son conocidas 

como citocinas. 

 

 Las citocinas son pequeñas proteínas no estructurales que originariamente fueron 

denominadas linfocinas, monocinas o interleucinas para indicar su origen celular y son 

descritas como factores que están esencialmente relacionados con el sistema inmune. 

Posteriormente, se ha demostrado su participación en todos los procesos biológicos 

relacionados con el crecimiento, proliferación y diferenciación celular, lo que ha 

conducido a una redefinición más amplia y a veces muy poco precisa del concepto de 

citocina (Dinarello, 2000). 

 

 El significado del término "citocina" propuesto por Cohen en 1977, ha ido 

cambiando según se han ido conociendo y determinando con mayor precisión la 

naturaleza, función, producción y mecanismo de acción de los distintos factores que, cada 

vez en mayor número, constituyen el conjunto de las citocinas. 

 

 En el año 1989, Balkwill y Burke proponen la siguiente definición: "citocina es un 

término para nombrar un grupo de reguladores celulares proteínicos que se producen en 

una amplia variedad de células en el cuerpo, juegan un papel importante en muchas 

respuestas fisiológicas, están involucradas en la patofisiología de un serie de enfermedades 

y tienen potencial terapéutico". 

 

Estos autores describen para este grupo heterogéneo de proteínas, una serie de 

características comunes: Las citocinas son proteínas glicosiladas de bajo peso molecular 

(generalmente menor de 80 kDa), que una vez sintetizadas son secretadas al medio 

extracelular y están involucradas en los procesos de inmunidad e inflamación, regulando la 

amplitud y duración de la respuesta. Se producen de forma transitoria y local, actuando de 

forma paracrina o autocrina. Actúan a concentraciones de picogramos, por lo que son 

extremadamente potentes e interaccionan con receptores de la superficie celular con alta 

afinidad, siendo cada receptor específico para cada citocina. La unión de la citocina con su 

receptor promueve un cambio en el patrón de la síntesis de RNA y de la síntesis de 

proteínas celulares, lo que desemboca en un comportamiento celular distinto. Además, 

cada citocina tiene múltiples acciones reguladoras que se superponen o se solapan. La 
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respuesta de una célula a una citocina depende de la concentración de dicho factor, del 

tipo celular, y de la interacción con otros reguladores a los que la célula está expuesta. Por 

último, las citocinas interaccionan en una red extremadamente compleja. Una o varias 

citocinas inducen a otra u otras, también pueden modular la expresión de receptores de 

citocinas (el propio receptor o el correspondiente a otra citocina) así como interactuar de 

forma sinérgica, aditiva o antagónica sobre la misma célula. 

 

 Las citocinas constituyen un conjunto heterogéneo de factores que incluye diversas 

familias de factores, uno de ellos son las interleucinas (IL). Dicha denominación engloba 

en la actualidad un grupo de más de una treintena de miembros, que se caracterizan por 

ser producidas por células del sistema inmune, mediar una función importante en la 

respuesta inmune y tener más de una función. Sin embargo, la actividad biológica de las 

ILs no se restringe en absoluto al sistema inmune y muchas de ellas, presentan múltiples 

actividades que afectan a diversos procesos fisiológicos. Algunas de estas actividades se 

están empezando a comprender, como es su participación en el desarrollo embrionario. 

 

 Otro grupo de citocinas han mantenido una terminología propia, con objeto de ser 

diferenciadas por la actividad que desempeñan y fueron descritas. Aun así, todas ellas 

guardan una relación muy estrecha con el sistema inmune. Entre ellas se encuentran los 

interferones (IFN-, IFN-, IFN-), el factor de necrosis tumoral  (TNF- o caquectina) 

y el TNF- o linfotoxina. 

 

 También pertenecen al grupo de las citocinas los factores solubles reguladores de 

la proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas. Las moléculas que 

influyen en el proceso de hemopoyesis clásicamente se han denominado "factores 

estimuladores de colonias" (CSF) por su capacidad de estimular la formación de colonias, 

cuando células madre (stem cells) o células multipotentes del sistema hematopoyético se 

cultivan en un medio semisólido. 

 

 Además, se incluyen dentro de las citocinas el grupo de los “factores 

quimiotácticos” que están implicados en los procesos de motilidad celular no dirigidos o 

quimiocinesis y en los movimientos dirigidos o quimiotaxis. 

 

Por último, se incluye dentro de las citocinas el grupo de los "factores de 

crecimiento" que están involucrados en la regulación del ciclo celular y por tanto, de la 

proliferación celular. La actividad de los factores de crecimiento se ha relacionado 

fundamentalmente con el mantenimiento de los tejidos del cuerpo, sobre todo en aquellos 

sometidos a mayor desgaste y que necesitan una renovación para mantener la homeostasis. 
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Como son entre otros: la epidermis, el intestino y el tejido hematopoyético, además de la 

participación en los procesos de cicatrización. Algunos autores, incluyen en el grupo de 

factores de crecimiento, el factor de crecimiento transformante  (TGF-). Este factor, es 

en realidad una familia de varios productos, con un amplio espectro y con actividad 

inhibidora sobre varios procesos celulares. 

 

 Las citocinas son pleiotrópicas en su acción y muchas citocinas tienen actividades 

que se solapan. Debido a esto, una misma citocina puede actuar sobre más de un tipo 

celular a través de sus receptores expresados en muchos tipos celulares. A su vez, una 

sola célula tiene receptores para múltiples citocinas y puede interactuar con varias a la vez. 

Una misma citocina puede actuar tanto como señal positiva o negativa, dependiendo del 

tipo celular o del estadio de desarrollo de la célula diana. Por el contrario, diferentes 

citocinas a través de diferentes receptores pueden inducir una respuesta biológica idéntica. 

 

 Actualmente, se postula que en el interior de la célula diana, las vías de transmisión 

de la señal no son lineales, sino que existe una compleja red con múltiples puntos de 

entrecruzamiento de las distintas vías de señalización de las citocinas. De hecho, un 

receptor de citocinas funcional está constituido al menos, por dos componentes. Uno es el 

lugar de unión con la citocina y el otro es el transductor de la señal al interior celular. 

 

 Los factores de crecimiento desempeñan un papel importante en la aparición de 

malignidad y metástasis. Los estudios llevados a cabo con células derivadas del tumor 

primario y células obtenidas de los focos metastáticos en cultivo "in vitro" demuestran que 

las células metastáticas son menos dependientes de los factores de crecimiento derivados 

del suero, para su proliferación y además, que liberan al medio sus propios factores 

solubles; lo que sugiere que los mecanismos de crecimiento autocrino pueden estar 

involucrados en la formación de metástasis. Además, las citocinas median en la 

inflamación ligada al cáncer. (Nicolson, 1993; Allavena y cols., 2011). 
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3.1. Interleucina 2 (IL-2) 

 

 La IL-2 se considera una señal clave en la respuesta inmune. Definida inicialmente 

como el factor de crecimiento para las células T y por tanto, un potente estimulador de la 

respuesta específica, se considera actualmente un factor esencial para la homeostasis del 

sistema inmune ya que, además de inducir la generación de células efectoras, genera 

células T reguladoras que pueden suprimir la respuesta inmune. De hecho, la IL-2 

constituye un mecanismo esencial para la generación de tolerancia inmunológica por lo 

que el concepto que tenemos de la IL-2 ha pasado de un rol fundamentalmente 

inmunoestimulador a un rol inmunoregulador (Rosenberg, 1988; Smith, 1990; Minami y 

cols., 1993; Smith, 2001; Malek y Bayer, 2004; Fehervari y cols., 2006; Ma y cols., 2006; 

Waldman, 2006; Bachmann y Oxenius, 2007; Malek, 2008; Feinerman y cols., 2010; 

Malek y Castro, 2010; Boyman y Sprent, 2012). 

 

 La IL-2 es una glicoproteína de 153 Aa (humana) producida fundamentalmente 

por las células T CD4 activadas, y en menor proporción por linfocitos T citotóxicos CD8, 

células NK (natural killer) y células NKT (natural killer T). En ausencia de estimulación, 

estas células, localizadas en los órganos linfoides secundarios, liberan niveles bajos de IL-

2, pero la producción se estimula marcadamente tras estimulación antigénica. En el 

linfocito T la producción de IL-2 está regulada indirectamente por el propio factor: la IL-2 

induce la activación del factor de transcripción BLIPMP1 que bloquea la expresión del 

gen de la IL-2. Además de células linfocitarias, células dendríticas y mastocitos pueden 

sintetizar niveles bajos de IL-2. 

 

 El receptor de alta afinidad de la IL-2 (RIL-2) está formado por 3 subunidades: 

cadena alfa (CD25 o RIL-2), cadena beta (CD122 o RIL-2),) y cadena común gamma 

(CD132) y es el que se expresa en el linfocito T activado. Esta última, es compartida por 

varias citocinas (IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21) que controlan la maduración y actividad 

de las células linfoides (Minami y cols., 1993; Kim y cols., 2006). 

 

 En estado de reposo, las células T CD4 y CD8 no expresan la cadena alfa y sólo 

niveles bajos de ; pero tras contacto con el antígeno aparecen altos niveles de las tres 

subunidades. Además la propia IL-2 controla a nivel transcripcional la expresión de la 

cadena alfa del RIL-2, componente muy importante en la activación de células T ya que es 

responsable de la alta afinidad del RIL-2; de hecho, parece que la IL-2 se une primero a la 

cadena alfa, lo que produce un cambio molecular en la citocina, que seguidamente forma 

el complejo cuaternario con las otras dos cadenas. Sin embargo, existe también un 
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receptor funcional formado sólo por  las subunidades . Esta forma del RIL-2 tiene una 

afinidad menor por la señal por lo que se acepta que la activación del receptor requiere 

una concentración mayor de IL-2. 

 

 La interacción de la IL-2 con su receptor conduce a la rápida internalización del 

complejo que es degradado, excepto la subunidad alfa que puede ser reciclado y enviado 

de nuevo a la superficie celular. A pesar del papel clave de RIL-2, son las cadenas los 

componentes responsables de la transmisión de la señal. Se han identificado varios 

motivos moleculares presentes en las colas citoplasmáticas que están implicados en la 

transducción de la señal que ocurre por tres vías principales: la vía de las JAKs-STATs, la 

vía PI3K/Akt, y la vía de las MAPK quinasas. 

 

 En la vía de las JAKs-STATs se han identificado la participación específica de 

JAK1, que interacciona con la subunidad beta, y JAK3 que interacciona con la subunidad 

gamma; así mismo, la señal IL-2 induce la fosforilación de STAT5 y en menor medida, de 

STAT3, que regulan directamente la expresión de genes específicos. El factor de 

transcripción STAT5 por ejemplo, se une directamente al promotor del gen de la 

subunidad alfa del IL-2R. Las 3 vías de señalización parecen implicadas en la proliferación 

y diferenciación del linfocito T (Gaffen, 2001; Osinalde y cols., 2011). Así mismo, las 3 

vías en la actividad de la IL-2 como señal de supervivencia, que parece mediada 

esencialmente por la activación de Bcl-2. Curiosamente la activación mediante IL-2 

también puede conducir a la muerte celular. 

 

Las dianas fundamentales de la IL-2 son los linfocitos T. En células CD4 activadas 

induce la proliferación y diferenciación de varias subpoblaciones. Así, participa en la 

generación de células Th1 y Th2. La polarización de células T en estas dos subpoblaciones 

depende del tipo de antígeno y de las señales presentes. Th1 requiere la señal de IL-12 y 

de interferon- (IFN-) y parece ser que la IL-2 contribuye a la producción de estos 

factores o sus receptores. La generación de Th2 está asociada a la señal de IL-4, IL-5 e 

IL-13, vías que también pueden ser inducidas por IL-2. 

 

Además de la polarización Th1/Th2, la generación de Th17 también está modulada 

por IL-2, regulando negativamente la vía que conduce a la diferenciación de Th17 proceso 

en el que participa otra interleucina, la IL-6. La presencia de IL-2 a alta concentración 

conduce a una menor proporción de Th17 precisamente porque la IL-2 está induciendo la 

proliferación de células Treg. Estas células, que tienen actividad supresora expresan altos 

niveles de RIL-2 en superficie y pueden ser un mecanismo para eliminar IL-2 del 

microambiente. En estado de reposo Treg también expresa RIL-2 y así pueden utilizar 
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los bajos niveles de IL-2 presentes en el medio como señal de supervivencia; sin embargo 

no producen IL-2. Se cree que las células Treg son fundamentales para generar tolerancia 

y así evitar la respuesta a autoantígenos por lo que fallos en su actividad pueden conducir 

a autoinmunidad. La implicación de la IL2 en este fenómeno se pone de manifiesto en 

ratones knock-out para IL-2, CD25 o CD122: los ratones desarrollan autoinmunidad 

sistémica. 

 

La IL-2 controla también la actividad de los linfocitos CD8: ratones cd25
-/-

 o IL-2
-

/-
 tienen una respuesta muy disminuida frente a virus o células tumorales. Por efecto de IL-

2 poblaciones de CD8 con alta expresión de RIL-2 proliferan y dan lugar a células 

efectoras de vida corta que acaban muriendo por apoptosis. La vía de señalización parece 

ser fundamentalmente autocrina. Al mismo tiempo, surgen otras poblaciones de CD8 con 

baja expresión de RIL-2 que se convierten en células de memoria. De hecho la 

generación de poblaciones T de memoria es una función importante de la IL-2, no sólo de 

CD8, sino también de linfocitos CD4. De forma general se acepta que a lo largo de la 

respuesta inmune, una concentración alta de IL-2 genera células efectoras mientras que 

una señal débil genera células de memoria. 

 

Además de los efectos descritos sobre células T, la IL-2 coestimula junto con otras 

señales células B que residen en los centros germinales induciendo síntesis de anticuerpos 

e incrementa la actividad citotóxica de células NK y NKT. 

 

 Aunque el sistema IL-2/IL-2R mayoritariamente es propio de células linfoides, se 

ha descrito también en células dendríticas. Estas células, tras estimulación, producen bajos 

niveles de IL-2 y expresan el RIL-2, aunque el significado biológico de la presencia del 

receptor no está claro. Se ha propuesto que podría ser un mecanismo para facilitar la 

utilización de la IL-2 por las células T al inicio de la respuesta inmune, cuando todavía los 

niveles de RIL-2 son muy bajos: es un mecanismo de trans-activación en el que las 

células dendríticas colaboran con su RIL-2 de superficie a la formación del complejo 

tetramérico. De hecho, algo similar ocurre con la IL-15, una citocina que comparte dos 

subunidades del receptor () con la IL-2. La subunidad alfa que es específica (IL-15R) 

se expresa en la célula productora de IL-15 y se presenta como un complejo dimérico a la 

célula receptora. 

 

 Componentes del IL-2R o el propio factor se han descrito también en células no-

inmunes como fibroblastos o células endoteliales. Su expresión en este caso podría ser un 

mecanismo de control de la homeostasis de IL-2, o alternativamente, y sobre todo, en el 
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caso de las células endoteliales, podría ser una forma de aportar la señal de supervivencia 

mediada por IL-2 a los linfocitos T en tránsito. 

 

 El rol central de la IL-2 en el sistema inmune es lo que llevó desde hace más de 

dos décadas a desarrollar tratamientos de inmunoterapia antitumoral basados en IL-2 

(Coventry y Ashdown, 2012). Precisamente muchos de estos tratamientos se han llevado a 

cabo en la inmunoterapia del melanoma (Rosenberg y cols., 1988; Rosenberg y cols., 

1998; Atkins y cols., 2006; Smith y cols., 2008; Schwartzentruber y cols., 2011; Finn y 

cols., 2012). 

 

 Los primeros tratamientos con IL-2 en pacientes con melanoma metastático se 

llevaron a cabo por el grupo de Rosenberg, que, administraron IL-2 sola o en combinación 

con células linfoides activadas (células LAK, células TIL) generadas in vitro tras 

incubación con IL-2 y capaces de lisar a células tumorales, pero no a células normales. 

Los resultados en la clínica, aunque no muy consistentes, demostraron remisiones 

completas en melanoma metastático y condujeron en 1998 a la aprobación por la FDA 

(Food and Drug Administration) del tratamiento con altas dosis de IL-2. 

 

 Durante más de una década se ha venido utilizando la IL-2 en el tratamiento del 

melanoma pero a pesar de los intentos de optimizar el tratamiento la tasa de respuesta se 

sitúa en torno al 6-10% y una proporción aún más baja de pacientes consiguen una 

remisión completa. Además la elevada toxicidad de las altas dosis de IL-2 empleadas 

constituye uno de los principales problemas asociados a esta terapia. Una de las 

estrategias más eficaces consiste en la inoculación de IL-2 junto con la vacuna contra el 

péptido gp100, uno de los marcadores del melanoma, con la que se ha llegado a obtener 

un 16% de tasas de respuesta. 

 

 Los escasos resultados en clínica de la IL-2, sus efectos colaterales adversos, junto 

con el cambio en la visión de la IL-2, que puede tener en determinados contextos un 

efecto inmunosupresor, han llevado a cuestionar la utilidad de este tratamiento. Además, 

recientemente, han aparecido nuevas estrategias en inmunoterapia las basadas en el 

bloqueo de marcadores supresores (CTL4 o PD-1) que parecen ser más eficaces. No 

obstante actualmente todavía se considera que hay base suficiente que justifique el 

tratamiento basado en la IL-2 en la terapia del melanoma metastático y se siguen 

investigando posibles mejoras como la identificación de biomarcadores que permitan 

predecir en qué pacientes puede ser beneficiosa la terapia con IL-2. Así parece ser la 

probabilidad de responder al tratamiento aumenta en pacientes con melanoma que 
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presentan mutaciones NRAS, mientras que ocurre lo contrario los niveles séricos de 

VEGF o fibronectina previos al tratamiento son altos. 

 

 Por otra parte, basándose en el conocimiento del funcionamiento del sistema IL-

2/IL-2R se han diseñado alternativas moleculares como complejos IL-2/anticuerpo anti-

IL-2, o IL-2 mutada (IL-2 superkine) que se han testado en ratones obteniendo una mayor 

respuesta antitumoral in vivo junto con una menor inducción de células Treg y menos 

efectos secundarios. Estos estudios han puesto en evidencia la importancia en la 

homeostasis del sistema del IL-2R pero no sólo del expresado en células linfoides, sino 

también en células no linfoides como las células endoteliales y han demostrado que su 

papel determinante en la inducción de efectos secundarios como edema pulmonar 

(Letourneau y cols., 2010; Krieg y cols., 2010; Levin y cols., 2012). Precisamente, en 

algunos de estos estudios se ha utilizado el melanoma B16 como modelo tumoral con el 

objetivo de explorar nuevas vías, lo que confirma la vigencia de este modelo en el estudio 

del melanoma. 



Introducción 

 

19 

 

 

3.2. Interleucina 6 (IL-6) 

 

La IL-6 es una citocina proinflamatoria que constituye un elemento estratégico que 

conecta el sistema inmune innato con el sistema inmune adaptativo: se considera una 

citocina de la respuesta inmune innata ya que es producida abundantemente por las células 

de este sistema, pero tiene un papel clave en la diferenciación de células T y B y por tanto, 

en la generación de la respuesta inmune adaptativa. Es una glicoproteína de bajo peso 

molecular (21kDa) que se identificó inicialmente como moduladora de la actividad de 

linfocitos B. Actualmente, por el tipo de receptor que utiliza se enmarca en la superfamilia 

de citocinas tipo I, al igual que la IL-2 y algunas de las interleucinas más conocidas 

(Hirano, 1998; Kishimoto, 2005, Kishimoto, 2010; Rincon, 2012). 

 

Las principales células productoras son los macrófagos, células dendríticas y 

mastocitos, y también puede ser liberada por células B y algunas células Th, aunque en 

menor proporción. Así mismo, ciertas células no-leucocitarias son capaces de producir IL-

6, entre otras, células endoteliales o fibroblastos. La expresión de IL-6 en los distintos 

tipos celulares suele ser inducida por algún tipo de daño o estrés celular, por ejemplo, por 

radiación UV, aumento de ROS o por otras citocinas proinflamatorias. Además, la 

inducción suele ser regulada a nivel transcripcional fundamentalmente por la actividad de 

los factores de transcripción NF-B y NF-IL-6 (también denominado C/EBP). 

 

 El receptor de la IL-6 funcional está formado por dos subunidades: la subunidad 

IL-6R (80 kDa) y la subunidad gp130. La subunidad IL-6RIL-6R se expresa en 

leucocitos pero también en hepatocitos, mientras que la subunidad gp130 es ubicua y se 

puede encontrar en distintos tipos celulares; además, gp130 es un componente compartido 

con otros receptores de citocinas como LIF (leukemia inhibitory factor), oncostatina o la 

IL-11. 

 

Cuando la IL-6 soluble se une al receptor se producen una serie de cambios en el 

dominio citoplasmático de gp130 que además, se dimeriza y recluta a proteínas de la 

familia de quinasas JANUS (JAKs); de forma específica son reclutadas y activadas las 

proteínas quinasas JAK1, JAK2 y Tyk2. Como consecuencia se produce la fosforilación 

de STAT3, que es un elemento fundamental en la transducción de la señal de la IL-6 y 

que, una vez translocado al núcleo, puede inducir genes implicados en la supervivencia. 

Otras dos vías de señalización intracelulares son también activadas por la IL-6: la vía 

RAS-RAF-MAPs quinasas y la vía PI3K/Akt y que llevan a la activación de factores de 

transcripción como NF-B.
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Hay que decir que la activación del IL-6R puede ocurrir aunque la célula exprese 

sólo la subunidad gp130, en este caso la IL-6 se presenta asociada a IL-6R soluble (sIL-

6R). El complejo previamente formado se une a gp130 en la célula diana. Mediante este 

mecanismo de activación o trans-activación pueden responder a IL-6 células que no 

expresan el RIL-6 específica, es decir, que el espectro de dianas de IL-6 puede ser 

bastante más amplio. El sIL-6R se genera sobre todo por macrófagos, neutrófilos y 

también por células T CD4, por maduración alternativa del mRNA de IL-6R. 

 

La IL-6 se caracteriza por su amplio rango de actividad. Una de sus dianas 

principales es el linfocito T CD4. De hecho actualmente se admite que IL-6 es un factor 

clave en la modulación fina de este tipo celular. 

 

Por un lado, IL-6 es una señal de supervivencia para células CD4 ya que por vía 

STAT3, es capaz de activar proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 o alternativamente, 

suprimir la expresión del ligando Fas y así inducir resistencia frente a Fas, señal inductora 

de muerte celular. Además, IL-6 participa en la diferenciación de células T CD4 en 

distintas subpoblaciones. Así, promueve la proliferación y diferenciación de Th2 ya que 

induce la expresión de IL-4 y de IL-13, citocinas que favorecen la población Th2; al 

mismo tiempo inhibe la diferenciación de Th1 mediante la regulación negativa de la 

producción de IFN-. En resumen, afecta al balance Th1/Th2 favoreciendo la línea Th2. 

Afecta también al equilibrio entre las poblaciones Th17 y Treg, favoreciendo en este caso 

la generación de Th17, lo que subyace a la naturaleza proinflamatoria de esta citocina. 

Precisamente por su efecto sobre Th17 se ha implicado a IL-6 en procesos patológicos 

autoinmunes como la artritis reumatoide. 

 

Otra función importante de la IL-6 es la diferenciación células B: induce la 

generación de células productoras de anticuerpos a partir de células precursoras. Sin 

embargo, los últimos datos parecen confirmar que no lo hace de forma directa sino a 

través de la producción de IL-21. Según este modelo IL-6 activa a células T CD4 que 

liberan IL-21 que se une a su receptor específico RIL-21 expresado en células B. 

 

Aunque el rol de IL-6 sobre células T y B responsables de la respuesta inmune 

específica es muy importante, estudios recientes apuntan a que también ejerce su actividad 

sobre las células del sistema inmune innato. De acuerdo con esto se ha visto que IL-6 

contribuye a la diferenciación de monocitos en macrófagos y a la supervivencia de 

neutrófilos. Además, modula la expresión de receptores de quimiocinas específicos que 

reclutan a células específicas del sistema innato. Sin embargo, muestra poco efecto sobre 

otras células de la primera línea de defensa como células NK, NKT o sobre mastocitos. 
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Fuera del sistema inmune la IL-6 ejerce un efecto claro sobre los hepatocitos, que 

como ya se ha mencionado, expresan el RIL-6. La señal de la IL-6 induce en estas células 

la producción de proteínas de fase aguda como la proteína C reactiva o la proteína suero 

amiloide A, es decir, que colabora directamente en la generación de la reacción de fase 

aguda que se produce en el hígado. 

 

El rol de IL-6 sobre los hepatocitos es uno de los mecanismos que subyacen a 

procesos patológicos de naturaleza inflamatoria, pero no el único. Se ha propuesto que 

IL-6 probablemente, mediante un mecanismo de trans-activación puede activar 

osteoclastos encargados de degradar matriz ósea, o inducir a fibroblastos a secretar 

colágeno o a liberar VEGF (vascular endotelial growth factor) que aumenta la 

permeabilidad vascular. Mediante estos mecanismos la IL-6 puede contribuir a la pérdida 

de hueso, la fibrosis del tejido o la inflamación crónica que se producen en situaciones 

patológicas como la artritis reumatoide. 

 

El papel de la IL-6 en el desarrollo tumoral cada vez está más establecido en 

ciertos tipos tumorales. Su efecto se debe en gran medida a que, por su carácter 

proinflamatorio, contribuye a crear un microambiente favorable tanto en las etapas 

iniciales del desarrollo tumoral como en la progresión y metástasis (Hodge y cols., 2005; 

Ancrile y cols., 2007; Drost y Agami, 2009; Bromberg y Wang, 2009; Iliopoulos y cols., 

2009; Ara y De Clerck, 2010; Rattigan y cols., 2010). 

 

Así mismo, la presencia de altos niveles de IL-6 o su receptor soluble en pacientes 

con procesos tumorales se ha asociado con progresión tumoral y con un mal pronóstico 

(Dosquet y cols., 1994; Duffy y cols., 2008; Lo y cols., 2011; Heikkila y cols., 2008). Por 

todo ello, y desde hace ya unos años, se ha propuesto la neutralización del sistema IL-

6/sIL-6R como estrategia terapéutica antitumoral (Trikha y cols., 2003; Rose-John y 

cols., 2006; Rose-John y cols., 2007; Dorff y cols., 2010; Weidle y cols., 2010; Culig y 

cols., 2012; Guo y cols., 2012; Ataie-Kachoie y cols., 2013). 

 

Según el tipo tumoral la IL-6 puede actuar como factor de crecimiento o también 

ejercer un efecto antiapoptótico, angiogénico, o inmunosupresor. Su participación es 

especialmente relevante en mieloma (Bataille y cols., 1989; Lokhorst y cols., 1994; 

Gaillard y cols., 1997; Hallek y cols., 1998; French y cols., 2002; Kuehl y cols., 2012); lo 

que es lógico, ya que la IL-6 estimula proliferación de linfocitos B. Así mismo, es un 

factor clave para el cáncer de próstata (Smith y cols., 2001; Santer y cols., 2010; Culig y 

cols., 2012; Qu y cols., 2013), el cáncer de mama (Korkaya y cols., 2012; Chang y cols., 

2013), el cáncer de ovario (Nilsson y cols., 2005; Lo y cols., 2011; Wang y cols., 2012), 
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de cabeza y cuello (Duffy y cols., 2008; Lederle y cols., 2011; Yadav y cols., 2011) o para 

el cáncer de colon (Bollrath y cols., 2009; Grivennikov y cols., 2009). 

 

En melanoma sin embargo, aunque varios estudios apuntan a un efecto protumoral 

(Hoejberg y cols., 2012) no está tan claro el rol de esta citocina. Así, los primeros 

estudios sobre la IL-6 y el melanoma enfocaban el rol de IL-6 como un factor producido 

por las células del sistema inmune con actividad antitumoral. Estos trabajos describían la 

existencia de células de melanoma susceptibles y resistentes a la acción inhibidora de la 

IL-6. La adquisición de resistencia se asociaba a progresión tumoral e incluso se proponía 

que en este proceso la IL-6 se podría convertir en un factor de crecimiento que podrían 

utilizar de forma autocrina las células de estadios avanzados de melanoma (Florenes y 

cols., 1999; Lu y Kerbel, 1993; Silvani y cols., 1995; Bohm y cols., 2001). 

 

 Estudios posteriores han confirmado que las células de melanoma, sobre todo de 

mayor malignidad son resistentes a un efecto inhibidor de la IL-6 y el efecto protumoral de 

esta citocina se ha comprobado en modelos de ratón deficientes en IL-6: los ratones IL-6
-/-

 

eran más resistentes al desarrollo de melanomas inducidos (von Felbert y cols., 2005). La 

IL-6 favorece las vías de supervivencia, pero, más recientemente se ha descrito que la IL-6 

también promueve angiogénesis en melanoma (Karst y cols., 2009), o que favorece la 

evasión de la actividad del sistema inmune al inducir la liberación de otra citocina, la IL-

10, un potente factor inmunosupresor (Terai y cols., 2012). Por otra parte, varios estudios 

clínicos sugieren que la concentración sérica de IL-6 puede ser utilizada como marcador 

pronóstico en melanoma. En el caso de melanoma metastático (estadio IV), los pacientes 

con concentraciones de suero elevadas tuvieron una esperanza de vida más corta que 

pacientes con niveles más bajos de IL-6, si bien no se puede discriminar si la alta 

concentración de IL-6 es consecuencia tratamiento (Hoejberg y cols., 2012). 

 

 En resumen, la IL-6 es un factor que parece claramente implicada en la biología del 

melanoma aunque el significado exacto de su función necesita todavía ser clarificado. 
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3.3. El Factor de Necrosis Tumoral-alpha (TNF-) 

 

 La historia del descubrimiento del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) comienza a 

finales del siglo XIX. Aunque se describió por su actividad antitumoral, su función 

primordial sería la capacidad del TNF de iniciar (junto con la IL-1) la cascada de citocinas 

y otros factores asociados con las respuestas inflamatorias e inmunes. Se le considera 

miembro de una familia de proteínas que orquestan la respuesta del organismo a las 

lesiones y a las infecciones (Old, 1985; Argilés y López-Soriano, 1997; Eigler y cols., 

1997). El TNF es una potente citocina proinflamatoria, que juega un papel importante en 

el control de la apoptosis, diferenciación y proliferación celular. Además, interviene en la 

comunicación intercelular activando genes y vías de transducción (Baud y Karin, 2001). 

 

 El TNF es una citocina con una gran pleiotropía debido a la ubicuidad de sus 

receptores y a que es capaz de activar múltiples vías de transducción de la señal e inducir 

o suprimir la expresión de un vasto número de genes (factores de crecimiento, citocinas, 

factores de transcripción, receptores, mediadores inflamatorios y proteínas de fase aguda). 

Es producido fundamentalmente por el macrófago activado y tiene múltiples células diana 

(células endoteliales) en las que ejerce actividades muy diversas, asociadas con las 

respuestas inflamatorias y la resistencia normal del huésped a las infecciones y al 

crecimiento de tumores malignos, sirviendo como inmunoestimulador (Old, 1988; Fiers, 

1991; Beutler 1995; Aggarwal y cols., 2001; Mocellin y Nitti, 2008; Bertazza y Mocellin, 

2010). 

 

 Inicialmente se describieron el TNF- y el TNF-pero con el tiempo han ido 

emergiendo nuevos miembros que constituyen la familia o el sistema del TNF. Estos 

factores se agrupan por compartir una característica molecular común a todos ellos, no 

por su actividad. Tienen una región homóloga de 150 Aa en el dominio extracelular de sus 

receptores. Hasta la fecha, se han descrito 22 miembros de la familia del TNF y 30 

miembros de la superfamilia de los receptores de TNF/NGF (Factor de Necrosis 

Tumoral/Factor de Crecimiento Nervioso), Tabla 1 (Smith y cols., 1994; Baker y 

Premkumar-Reddy, 1996; Inoue y cols., 2000; Gross y cols., 2000; Idriss y Naismith, 

2000; Locksley y cols., 2001; Wallach y Kovalenko, 2009). 
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Tabla 1. Miembros de la familia o sistema del TNF. 
 

 

SUPERFAMILIA DE RECEPTORES 

DEL TNF/NGF 

 

 

LIGANDOS DE LA FAMILIA DEL 

TNF 

 
 

TNF-RI 
 

TNF-F- 

TNF-RII TNF-, TNF- 

Fas FasL 

LT-R LT-12, HVEM 

NGF-R NGF 

OPG RANKL, TRAIL 

RANK RANKL 

TRAIL-1R TRAIL-1 

TRAIL-2R TRAIL-2 

TRAIL-3R TRAIL-3 

TRAIL-4R TRAIL-4 

HVEM TNF- 

OX40 OX40L 

CD27 CD27L 

CD30 CD30L 

CD40 CD40L 

4-1BB 4-1BBL 

PV-T2R ? 

PV-A53R ? 

STV-T2 ? 

TACI BAFF, APRIL 

BCMA BAFF, APRIL 

BAFF-R BAFF 

GITR GITR-L 

Fn14 TWEAK 

EDAR EDA-A1 

XEDAR EDA-A2 

DcR3 FasL, HVEM, TL-1A 

TRAMP TL-1A 

DR6 ? 

Troy ? 

RELT 

 

? 

 
 

? : Desconocido en la actualidad. 



Introducción 

 

25 

 

 

 La familia del TNF cuenta cada vez con más miembros. La actividad de algunos de 

ellos todavía no se conoce, pero todos sus receptores sin excepción se encuentran en los 

linfocitos T y B por lo que parece claro su papel fundamental en las interacciones directas 

entre células del sistema inmune, considerando que casi todos son glicoproteínas de 

membrana. Por otro lado la capacidad de inducir muerte celular a excepción de la IL-1 y 

el IFN-, parece ser casi única de esta familia de citocinas, en concreto para TNF-, TNF-

 y FasL (Wallach y cols., 1999). 

 

 En cuanto a su síntesis, el TNF- se produce fundamentalmente por macrófagos 

activados y monocitos (la activación se produce por muchos agentes exógenos diferentes 

tales como LPS y -glucanos, o por mediadores endógenos como la IL-1) pero también es 

sintetizado por: neutrófilos, linfocitos activados (células T y B), células NK, células LAK, 

queratinocitos, fibroblastos, astrocitos, células de Langerhans, células endoteliales, células 

de músculo liso y algunas células transformadas (Vandenabeele y cols., 1995). Debido a 

su pleiotropía exhibe una gran variedad de efectos como son: promover e inhibir el 

crecimiento, angiogénesis, invasión, citotoxicidad, inflamación e inmunomodulación. Por 

último, también toma parte en la regulación del metabolismo. El TNF- es sintetizado sólo 

por el linfocito y su efecto es más restringido (modulador) (Wallach y cols., 1999). 

 

 A nivel molecular, existen dos formas activas de TNF- La glicoproteína de TNF-

 madura, es una proteína transmembrana de tipo II que se encuentra expuesta en la 

superficie de la membrana celular y se sintetiza como una pro-proteína de 233 Aa con un 

Pm de 26 kDa. Es biológicamente activa y participa en procesos de citotoxicidad e 

inflamación por interacción celular. La pro-proteína es después seccionada por una 

metaloproteínasa (también llamada enzima convertidora del TNF- o TACE), para dar 

lugar a una forma monomérica de 17 kDa que contiene 157 Aa no glicosilados, que 

constituyen el TNF- soluble. En condiciones fisiológicas, el polipéptido de TNF- 

soluble liberado al medio tiende a formar complejos de diferente número de unidades 

mediante enlaces no covalentes; aunque la forma activa es el homotrímero, que presenta 

forma de cono, estando el extremo del cono o pirámide dirigido hacia la superficie celular 

(Old, 1988; Vandenabeele y cols., 1995). 

 

 En cuanto a su localización dentro del genoma, el locus que codifica para el TNF 

se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 6 en la posición 6p21.3, dentro de 

la región del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de clase III, entre los genes 

HLA-B y el del factor C del Complemento. El locus para el TNF está conformado por un 

grupo de genes denominados Linfotoxina (LT-) y los genes TNF. El gen TNF- tiene un 
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tamaño de 3,6 Kb y está formado por cuatro exones; el primero se encarga de codificar 

una proteína precursora de 233 aminoácidos, mientras que los tres restantes codifican para 

cada uno de los monómeros que conforman la proteína activa. Además, este gen posee 

tres intrones cuya función es desconocida. El gen que codifica para el TNF- está ubicado 

a 1,2 Kb del TNF-; ambos genes son regulados de forma independiente (Anaya, 2003). 

 

 El TNF- se une a 2 receptores: uno de los receptores, TNFR tipo I con Pm 55 

kDa (TNF-R55) también denominado CD120a o p55; el otro TNFR tipo II con un Pm 

aparente de 75 kDa (TNF-R75) también llamado CD120b o p75. Ambos son 

glicoproteínas de membrana con dominios extracelular, intracelular y transmembrana. 

Todos los tipos celulares estudiados muestran la presencia de uno o de ambos receptores. 

Sin embargo hay ligeras diferencias el TNF-R55, es expresado ubicuamente y el TNF-

R75, se expresa fundamentalmente en células del sistema inmune. Se han encontrado 

formas solubles de los receptores en el suero y en orina humana. Estas formas solubles son 

capaces de neutralizar las actividades biológicas de los TNFs y pueden servir para modular 

y localizar las actividades de los TNFs o puede servir como reservorio para la liberación 

controlada de TNFs (Smith y cols., 1994; Vandenabeele y cols., 1995; Bartholdy y cols, 

1999; Wehrli y cols., 2000). 

 

A nivel bioquímico, las características principales de los receptores del TNF son 

las siguientes. La molécula TNF-R75 tiene una afinidad (Kd 100 pM) y tasa de 

disociación (t1/2=10 min) más altas para el TNF- que el TNF-R55 (Kd 500 pM, t1/2>3 

h). Es decir, el TNF-R75 presenta una afinidad por el TNF- 5 veces superior al TNF-

R55. Por tanto, preferentemente se une al TNF a concentraciones bajas. Luego el ligando 

se pasa al TNF-R55 vecino (Modelo de pasar el ligando). En este proceso parece 

importante la tasa entre TNF-R75 y TNF-R55 (Tartaglia y Goeddel, 1992; Tartaglia y 

cols., 1993(a). 

 

 Las características de los receptores determinan las funciones que ejerce cada tipo 

de receptor. Así, la actividad celular inducida por el TNF parece mediada 

fundamentalmente por TNF-R55 (papel importante en respuestas proinflamatorias y 

citotóxicas), y la función del TNF-R75 sería el pasar el TNF al otro receptor. Además, la 

forma de 75 kDa puede ser responsable de generar las señales proliferativas y reguladoras 

en linfocitos. Todas las actividades atribuidas a TNF-R75 pueden ser ejercidas por TNF-

R55, generalmente a densidades de receptores mucho más bajas. El TNF-R75 soluble 

también tendría funciones de neutralización y eliminación fisiológica del TNF de la 

circulación (Vandenabeele y cols., 1995; Liu y cols., 1996; Leonardi y cols., 2000; 

Bazzoni y Regalia, 2001). 
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 A nivel celular, el TNF- activa sistemas señal en múltiples compartimentos 

subcelulares incluyendo: la membrana plasmática, mitocondria, endosomas, citosol, núcleo 

y aparato de Golgi. La diferente localización de las moléculas señal relacionadas con el 

TNF- puede ser el mecanismo que provea de especificidad a la señal del TNF-. Así, la 

mayoría de moléculas de TNF-RII se localizan en la superficie celular y algunas en 

vesículas recubiertas de clatrina. La mayoría de moléculas de TNF-RI se localizan en el 

complejo de Golgi perinuclear, en la red TRANS-Golgi, y sólo unos pocos receptores en 

la superficie celular. Todavía no se conoce el papel exacto a través del cual el TNF- 

intracelular conduciría su señal o el mecanismo que emplea en su transporte hacia 

compartimentos como: endosomas, mitocondrias y otros orgánulos (Ledgerwood y cols., 

1999). 

 

 La activación de los TNF-Rs se produce por oligomerización mediante el ligando 

trimérico. De hecho, la única función del TNF- parece ser la asociación de los receptores 

y no muestra actividad tras la internalización del complejo receptor-ligando. Para la 

activación óptima se requiere trimerización y no es suficiente la dimerización del receptor. 

Anticuerpos anti-TNF pueden simular el papel del TNF-. 

 

 En el TNF-R de 55 kDa se ha identificado un dominio (región acídica de 80 Aa) 

denominado "Dominio Muerte" (DD) (Tartaglia y cols., 1993). El TNF-R55 es capaz de 

asociarse entre sí mediante el dominio muerte de la zona intracelular, que es fundamental 

para la actividad citotóxica (Bianchi y Meier, 2009). El dominio muerte participa tanto en 

la inducción de apoptosis como en la activación génica. El TNF-R75 más abundante no se 

autosocia (Vandenabeele y cols., 1995). 

 

 La oligomerización es generalmente seguida de fosforilación del receptor, no es 

autofosforilación, sino inducida por quinasas que se consideran ligadas al receptor y se 

activan tras la oligomerización del receptor (Kaiser y cols., 1999). Existen dos familias de 

adaptadores proteicos. Los que contienen el dominio muerte, se unen al TNF-R55 y al Fas 

a nivel del dominio muerte de estos receptores. Y los adaptadores proteicos con motivos 

menos definidos, que se agrupan en la familia de las TRAF (Factores Asociados al 

Receptor del TNF) que se unen al TNF-R75 y al CD40. Conduciendo en ambos casos a 

una estimulación de múltiples vías de señalización intracelular y factores de transcripción 

(Baker y Premkumar-Reddy, 1996; Ledgerwood y cols., 1999; Wallach y cols., 1999; 

Inoue y cols., 2000; Wajant y cols., 2003; Aggarwal y cols., 2009). 
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 Tras la unión con el TNF-, en la mayoría de las células el complejo TNF-receptor 

es rápidamente internalizado por endocitosis mediante vesículas recubiertas de clatrina y 

luego degradado en lisosomas. El TNF-R75 carece de Aa tirosina en su dominio 

intracelular y carece por tanto de la secuencia señal para ser internalizada rápidamente 

mediante vesículas recubiertas (Vandenabeele y cols., 1995). 

 

 La unión del TNF- a su receptor promueve la interacción de diversas proteínas 

que enlazan la acción del TNF- con dos tipos de respuestas específicas, la muerte celular 

y la activación génica a través de múltiples rutas señal (Heller y Krönke, 1994; Hsu y 

cols., 1996; Grell y cols., 1999; Screaton y Xu, 2000; Baud y Karin, 2001; Bianchi y 

Meier, 2009) (Figura 2). Las quinasas que se unen al complejo receptor-ligando, 

dependiendo de la fisiología y de los estímulos y señales que recibe la célula, son las que 

van a determinar qué tipo de respuesta se activa (Hannun y Luberto 2000; Bertazza y 

Mocellin, 2008). 

 

 El TNF- puede inducir muerte por tres procesos: necrosis, apoptosis y 

necroptosis (Shulga y Pastorino, 2012). A pesar del tiempo transcurrido desde su 

descubrimiento, aun no se ha dilucidado por completo, porqué el TNF- es citotóxico 

para células tumorales y no para células normales (Beyaert y Fiers, 1994). Se estudió la 

susceptibilidad de células de 60 tipos de cáncer al TNF-, en un tercio produce lisis, en 

otro tercio inhibición del crecimiento y en el resto no da efecto. En el melanoma produce 

inhibición del crecimiento. Podría ser que las células más susceptibles carecieran de los 

mecanismos necesarios para reparar o contrarrestar el efecto de TNF-. 

 

 La mayoría de los datos que se conocen se refieren a la inducción de apoptosis 

(Jiang y Porter, 1998; Jiang y cols., 1999; Ivanov y cols., 2000; Penning y cols., 2000; 

Adinolfi y cols., 2009; Bianchi y Meier, 2009). Las rutas de activación de caspasas son 

exclusivas del TNF-RI, y su efecto neto es la muerte celular por apoptosis. 

 

 Las caspasas son unas cisteínproteasas, con una secuencia muy conservada 

evolutivamente, que se encuentran latentes en el citoplasma como procaspasas. La unión 

de las procaspasas al complejo formado por el receptor y las quinasas asociadas, se 

denomina complejo señal de inducción de muerte. Esta unión, induce la activación de las 

caspasas por autocatálisis y la activación del complejo señal de inducción de muerte, que 

conduce a la muerte por apoptosis. Así, las caspasas 2 y 8 ligan directamente la activación 

del TNF-R que se produce a nivel de membrana con la maquinaria efectora de la 

apoptosis. Estos enzimas poseen dos motivos cerca de su extremo N-terminal que se 
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pueden asociar con el dominio de muerte de FADD o RAIDD que a su vez se asocia con 

el TNF-R (Wallach y cols., 1999; Kontermann y cols., 2008). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Vías de transducción de la señal del TNF-. Fuente de la imagen: Mathew 

S.J, Haubert D, Krönke M, Leptin M. 2009. Looking beyond death: a morphogenetic role 

fot the TNF signalling pathway. J. Cell Sci. 122: 1939-1946. 
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 Por último, se activaría a nivel nuclear la expresión de genes y la maquinaria 

necesaria para desencadenar la apoptosis mediada por el TNF-. En células L929 se 

descubrió que el sistema de transporte electrónico mitocondrial juega un papel clave en la 

citotoxicidad inducida por el TNF-, presumiblemente mediante la formación de 

Intermediarios Reactivos del Oxígeno (ROI) (Ledgerwood y cols., 1998) que además de 

ser citotóxicos, actúan como señales de transducción de la expresión de genes inducidos 

por el TNF- (Schulze-Osthoff y cols., 1993; Pastorino y cols., 1996; Ledgerwood y 

cols., 1999; Baregamian y cols., 2009). 

 

 Se ha comprobado que el TNF- puede regular negativamente su propia 

capacidad de inducir apoptosis. Parece ser que la inhibición de apoptosis está mediada por 

el factor de transcripción NF-B (Factor Nuclear Kappa B) que inactivo se encuentra en 

el citoplasma y activo pasa al núcleo, donde estimula la expresión de genes específicos, 

cuyos productos inhiben la apoptosis. La activación del NF-B se debe fundamentalmente 

a la unión del TNF- al TNF-RI, pero también puede iniciarse a través de P13-quinasa y 

el TNF-RII (Van Antwerp y cols., 1998; Soengas y cols., 2001). Además, el gen que 

codifica la quinasa de la proteína serina-treonina B-RAF (BRAF), estimula de forma 

constitutiva las rutas señal que inducen la proliferación y la supervivencia en las células de 

melanoma. La inhibición de la señal de BRAF debida al TNF- requiere de la 

participación de NF-B y del regulador del ciclo celular p21
Cip1

, lo que provoca la 

detención del ciclo celular e induce la muerte celular por apoptosis (Gray-Schopfer y 

cols., 2007; Abbas y Dutta, 2009; Xia y cols., 2011). Este efecto sugiere una nueva y 

prometedora estrategia terapéutica para el tratamiento del melanoma (Gray-Schopfer y 

cols., 2007(a); Bastian, 2008). 

 

 Las respuestas de activación génica debidas al TNF- tienen como resultado neto 

la supervivencia celular. La transducción de la señal se lleva en este caso a través de la 

activación de los factores de transcripción: AP-1 (Activador Proteico-1) y en NF-B 

(Ledgerwood y cols., 1999), que se encuentran inactivos en el citoplasma y pasan al 

núcleo, donde activan genes y rutas señal relacionadas con la inflamación y la 

supervivencia celular (Schulze-Osthoff y cols., 1993; Kastenbauer y cols., 1999; 

Ledgerwood y cols., 1999; You y cols., 2001; Kesanakurti y cols., 2011; Kesanakurti y 

cols., 2012). 

 

 El TNF- también es capaz de activar rutas de proteinquinasas (JNK o p38) que 

regulan la señal extracelular. En la mayoría de células el TNF- activa el JNK; para ello la 

señal es transducida por TRAF2 y RIP a través de la fosforilación secuencial del módulo 
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de las MAP-quinasas. Estas a su vez, activarán al JNK que inducirá la apoptosis. Esta vía 

de transducción de la señal puede ser suprimida por el NF-B (Van Horsen y cols., 2006). 

 

Los efectos que induce el TNF- en las células dependen del balance entre los 

metabolitos de los intermediarios que ha activado (Waterson y Bower, 2004; Bertazza y 

Mocellin, 2010). Así, en la primera ruta señal inducida por el TNF- que se describió. La 

vía de la esfingomielinasa, que hidroliza el lípido esfingomielina en ceramida y 

fosforilcolina a través de enzimas esfingomielinasa (SMasa). Hay 2 tipos: acídica ligada al 

lisosoma, y neutra localizada a nivel de membrana. 

 

 La estimulación con TNF- eleva rápidamente los niveles intracelulares de 

ceramida. Esta puede actuar como segundo mensajero (Wiegmann y cols., 1994; 

Venkataraman y Futerman, 2000) activando el factor de transcripción NF-B, que pasa al 

núcleo e induce la expresión de genes específicos, entre ellos la producción de IL-6 por 

L929. También puede inducirse activación de NF-B añadiendo ceramida exógena 

(Wiegmann y cols., 1994; Li y Lin, 2008; Gentle y Silke, 2011; Wajant y Scheurich, 

2011). 

 

 Pero además, la ceramida es capaz de modular la actividad de ciertas enzimas, 

engarzando la respuesta al estrés (TNF-, agentes quimioterapéuticos y calor) contribuye 

a la activación de JNK y a la inducción de muerte mediante el sistema TNF/Fas 

(Carpinteiro y cols., 2008; Cianchi y cols., 2010). Se ha sugerido que esta última actividad 

está mediada sólo mediante SMasa ácida ligada al lisosoma e implica la activación de la 

proteasa lisosómica catepsina D, a la cual se une la ceramida específicamente (Heinrich y 

cols., 1999). Por ello, se ha intentado emplear la ceramida en el tratamiento de 

quimioterapia de algunos tumores (Dimanche-Boitrel y cols., 2011). 

 

 El Factor de Necrosis Tumoral denominado así, debido a que inyectado en ratones 

causó necrosis hemorrágica de los tumores y además, "in vitro" era altamente citotóxico 

para las células cancerosas (Old, 1988). Debido a la pleiotropía y a la amplia distribución 

que presentan sus receptores, ejerce en las células endoteliales distintas actividades: 

Regula el crecimiento y diferenciación de muchos tipos celulares e inhibe el crecimiento de 

otros. Los cultivos "in vitro" de melanocitos crecen más rápido en presencia de TNF-, ya 

que este factor promueve la proliferación y el crecimiento de esta línea celular. Sin 

embargo, las células de melanoma crecen bien sin TNF-, pero la adición de TNF- al 

cultivo da lugar a inhibición del crecimiento (Old, 1988). 
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 Está implicado en la angiogénesis. El TNF- lesiona los vasos sanguíneos que 

nutren el tumor. Ese daño reduce el flujo de sangre y oxígeno hacia las células tumorales y 

las mata. Sin embargo el efecto de TNF- sobre la angiogénesis en tejidos normales es el 

contrario: induce la formación de vasos, induciendo el crecimiento de células endoteliales 

normales. Podría ser que las células tumorales o bien las propias células de defensa 

presentes en el foco tumoral sintetizaran un factor que indujera que los vasos se tornen 

susceptibles al daño inducido por el TNF- (Van Horssen y cols., 2006). 

 

 Es citotóxico directamente o en combinación con IFN- en muchas líneas de 

células tumorales "in vitro" (Old, 1988; Himeno y cols., 1990) e induce necrosis 

hemorrágica de algunos tipos de tumores transplantados. Es un potente mediador 

endocrino y paracrino de las funciones inflamatorias e inmunes. Debido a esto, está 

implicado en diversos tipos de enfermedades (Eigler y cols., 1997; Bradley, 2008). De 

hecho, puede regular la respuesta inmune porque promueve la inducción de la producción 

de protimocitos, timocitos y células T. Además, activa la citotoxicidad de los macrófagos 

y de las células NK. Está implicado en la producción de diversas citocinas 

proinflamatorias (IFN-, IL-1, IL-6 e IL-8) y de marcadores inflamatorios (Zidi y cols., 

2010). También está implicado en la adhesión de los leucocitos ya que controla la 

expresión de la Molécula de Adhesión Intercelular-1 (ICAM-1), la Molécula de Adhesión 

Celular Vascular-1 (VCAM-1) y la E-selectina. 

 

 Interviene en el movimiento de algunos tipos celulares. Está implicado en regular 

la quimioatracción debido a su capacidad de controlar la expresión de la Citocina 

Quimiotáctica del Monocito (MCP-1) y la interleucina 8 (IL-8). La presencia del TNF/LT 

es fundamental para el control del movimiento leucocitario, mediante la regulación de la 

expresión de sustancias quimioatrayentes del sistema nervioso central. Durante las 

inflamaciones de tipo autoinmune y el movimiento en los órganos linfoides secundarios en 

estado normal. El linfocito T y el macrófago sintetizan y liberan TNF- que es la señal 

que llega a los astrocitos y a la microglia (tienen TNFR/LT-R) que a su vez sintetizan y 

liberan al medio quimioatrayentes, que son los que inducen el movimiento del 

macrófago/linfocito T (Sedgwick y cols., 2000). Además, la asociación del TNF- con la 

fibronectina de la matriz extracelular, promueve la señal de detención de la migración 

quimiotáctica de las células T (Franitza y cols., 2000). 

 

 Otra de sus múltiples actividades sería la implicación del TNF- en la degradación 

tisular a través de la regulación de la expresión de las Metaloproteinasas de la Matriz 

(MMP-1 y MMP-3) (Gearing y cols., 1994; Hofmann y cols., 2000) y está implicado en la 

modulación de muchas respuestas metabólicas tanto en la actividad de estados fisiológicos 
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normales, como en estados patológicos (Vassalli, 1992; Newton Bishop, 1997; Walczak, 

2011). 

 

 A nivel humano, el TNF- no se detecta en el suero de las personas sanas, pero 

debido a su pleiotropía interviene en la modulación de múltiples patologías. Se han 

demostrado altas concentraciones de TNF- en el plasma de pacientes de una gran 

variedad de enfermedades infecciosas e inflamatorias: síndrome séptico, meningitis 

bacteriana, malaria cerebral, SIDA, artritis reumatoide, osteoporosis, neuropatías 

inflamatorias y trastornos autoinmunes (esclerosis múltiple) y rechazo de transplante de 

órganos (hígado, corazón). Pero también, ligadas a síndromes inflamatorios asociados a 

terapia y fracaso de órganos: síndrome de distrés respiratorio del adulto, infarto de 

miocardio, fallo agudo hepático, dosis de IL-2, vacuna de la fiebre amarilla y hemodialisis. 

Por tanto, teóricamente la supresión del TNF- supondría un beneficio terapéutico en 

varias de estas enfermedades (Beutler y Cerami, 1988; Dinarello y Cannon, 1993; Eigler y 

cols., 1997; Tsenova y cols., 1999; Walczak, 2011). 

 

 Sin embargo, en pacientes con síndrome séptico, estudios controlados usando 

anticuerpos anti-TNF- han fallado en demostrar una ventaja en la supervivencia de los 

pacientes. Un beneficio clínico más definitivo se ha conseguido en pacientes con 

enfermedades inflamatorias pero no infecciosas tales como la artritis reumatoide. 

 

 Utilizando anticuerpos monoclonales quiméricos anti-TNF- se ha demostrado por 

primera vez, la eficacia del bloqueo de citocinas específico en una enfermedad humana 

autoinmune, la artritis reumatoide. En el suero de estos pacientes aparecen las citocinas 

proinflamatorias IL-1, IL-6, TNF- y las antiinflamatorias TGF e IL-10. En los 

pacientes, tratados con anticuerpos anti-TNF- se disminuye la síntesis secundaria de IL-1 

y otras citocinas. Además, el tratamiento con anti-TNF- previene el desarrollo de 

inflamación crónica poliartrítica (Eigler y cols., 1997; Gross y cols., 2000). 

 

 Debido a que se identificó simultáneamente que el TNF- y la caquectina, eran un 

único factor responsable de los síndromes de adelgazamiento que se observan en muchas 

enfermedades crónicas (Beutler y Cerami, 1986). Se describe el papel fundamental de este 

factor en diversos procesos patológicos. 

 

 La caquexia asociada al cáncer es un síndrome complejo que es responsable de casi 

un tercio de las muertes por cáncer, caracterizado por: pérdida de peso, anorexia, 

debilidad, anemia y astenia. A nivel metabólico la caquexia se asocia con la pérdida de 

proteína del músculo esquelético junto con una pérdida de la masa lipídica del cuerpo. 
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Además, hay inhibición del transporte de glucosa y de la lipogénesis “de novo” en el 

tejido. (Old, 1988; Beutler y Cerami, 1988; Gelin y cols., 1991; Argilés y López-Soriano, 

1997). 

 

 Analizando este proceso con mayor profundidad, se ha demostrado que el TNF- 

disminuye la actividad LPL (LipoProteínLipasa) y participa en la pérdida de proteína 

muscular asociada con las situaciones de caquexia. Podría ser que el TNF- active las 

proteasas dependientes de ubiquitina, no lisosómicas, que se asocian con el recambio de la 

proteína muscular. Este efecto parece ser directo, no mediado por IL-1 o glucocorticoides 

(Argilés y López-Soriano; 1997). 

 

 El TNF- tiene el papel de controlar la masa lipídica corporal, mediante la 

modulación de la liberación de energía, se bajan los niveles de grasas a expensas de 

promover resistencia a la insulina. Además, induce la síntesis de leptinas que en el 

hipotálamo influyen sobre la termogénesis, pérdida de apetito, inhiben la actividad LPL e 

inducen la lipolisis. Por tanto las altas concentraciones de TNF- asociadas al SIDA, 

cáncer y otras enfermedades crónicas, podrían explicar el estado de hipertrigliceranemia 

que se da en estas patologías (Bulló-Bonet y cols., 1999). 

 

 Muy en relación con esto, los genes del TNF- aparecen sobreexpresados en el 

músculo y en el tejido adiposo de personas obesas y diabéticas. En estas personas el 

TNFR-2 está sobreexpresado y el sTNFR-2 está elevado 6 veces respecto de los 

individuos control. La obesidad se explicaría debido a que la sobreexpresión de TNF-, 

provoca resistencia a la insulina y al no llegar glucosa a las células estas acumulan grasas 

como combustible. Además, estas personas tienen cierta resistencia al efecto del TNF- y 

por último, a que el control de la masa lipídica corporal depende también de otros factores 

(metabolismo lipídico, factores saciantes,...) (Bulló-Bonet y cols., 1999). 
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3.3.1. Participación del TNF- en el desarrollo tumoral 

 

 El desarrollo y la progresión tumoral implican la expresión de oncogenes y la 

inactivación de genes supresores de tumores, además de la expresión de múltiples 

características malignas. Las células del melanoma maligno expresan diferentes citocinas, 

factores de crecimiento y sus receptores en los respectivos estadíos de la progresión 

tumoral. Los cuales mediante efectos paracrinos o autocrinos son capaces de incentivar el 

crecimiento y dar lugar a metástasis competentes (Nicolson, 1993; Nicolson, 1993(a); 

Lázár-Molnár y cols., 2000). 

 

 Los factores de crecimiento autocrinos como son, FGF, IL-8 y a veces IL-6, 

PDGF e IL-10. Producidos por las células del melanoma, estimulan la proliferación de su 

propia síntesis. Mientras los factores de crecimiento paracrinos entre otros, EGF, TGF-, 

IL-1, GM-CSF, NGF y VEGF. Modulan el microambiente para el beneficio del 

crecimiento y la invasión tumoral. Los efectos paracrinos incluyen: angiogénesis, 

formación de estroma, modulación de la respuesta inmune del huésped, activación de 

enzimas proteolíticas, adhesión, motilidad y formación de metástasis (Lázár-Molnár y 

cols., 2000). 

 

 El TNF- como otras citocinas proinflamatorias (Dinarello, 2000) de la red de 

citocinas, puede dar lugar tanto a efectos protumorales (Orosz y cols., 1993; Suganuma y 

cols., 1999) que favorecen el avance de las metástasis. Y efectos antitumorales, que 

contribuirían a que las células se defiendan de las patologías tumorales. Esta dualidad de la 

respuesta del TNF- al cáncer ha sido puesta de manifiesto en diversos trabajos (Belizario 

y Dinarello, 1991; Kuninaka y cols., 2000; Wang y cols., 2000; Mozellin y Nitti, 2008; 

Balkwill, 2009; Bertazza y Mozellin, 2010). 

 

 Una gran cantidad de datos tanto clínicos como epidemiológicos apoyan la 

hipótesis de que la inflamación crónica promueve el desarrollo de tumores además de su 

progresión (Aggarwal y cols., 2006; Sunday, 2008; Aggarwal y cols., 2009). El TNF- 

como citocina proinflamatoria puede actuar como inductora de tumores. Estudios 

recientes han demostrado que el TNF- está implicado en los siguientes aspectos de la 

carcinogénesis: transformación celular, supervivencia, proliferación, invasión, 

angiogénesis y metástasis. 

 

En esta línea, existen trabajos que demuestran que existe una mayor expresión del 

TNF- en el suero de pacientes que tienen cáncer. Además, esta concentración disminuye 
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en pacientes de cáncer de pulmón y próstata tratados con quimioterapia. La presencia del 

TNF- en el suero puede ser un factor de riesgo para la neoplasia colorrectal, porque está 

asociado con varios factores de riesgo conocidos como pueden ser la edad, el tabaco y la 

obesidad. Estos hallazgos indican que el factor de necrosis tumoral podría estar 

involucrado en el desarrollo de los tumores y podría ser utilizado como indicador del 

riesgo de padecer cáncer y prognosis para pacientes que lo posean. 

 

 Los SNP o polimorfismos de un nucleótido en la región promotora del gen TNF- 

han sido analizados por su susceptibilidad a numerosos cánceres. Algunos de estos SNP 

regulan la expresión de esta citocina. Así por ejemplo, el SNP que se encuentra en la 

posición -308 en el promotor de TNF (-308G/A) ha sido asociada con la susceptibilidad a 

padecer varios tipos de cáncer. Por el contrario, el alelo -238A en el promotor del TNF- 

está asociado con un menor riesgo de padecer cáncer (Wang y col., 2008). 

 

Existen datos recientes que indican que el TNF- endógeno está implicado en la 

génesis de tumores e incluso en su crecimiento y metástasis. La hipótesis que postula que 

el TNF- podría ser un promotor tumoral se sustenta en los experimentos realizados en 

varios modelos murinos por Moore y colaboradores (1999). Dichos autores mostraron 

que, ratones knock-out TNF-
-/-

 presentaban una resistencia a la aparición de tumores de 

piel comparando con los ratones de fenotipo silvestres, tras haber sido sometidos a una 

dosis de un carcinogéno iniciador como es el DMBA y tras la repetida aplicación de un 

promotor tumoral como es el TPA. Aunque la participación del TNF- resultó ser 

importante para la carcinogénesis “de novo”, los estados posteriores de progresión 

tumoral fueron similares tanto en los ratones TNF-
-/-

 como en los ratones de fenotipo 

salvaje (Szlosarek y cols., 2006). 

 

 La producción de esta citocina a bajas dosis pero de manera crónica es una 

característica de algunas líneas celulares tumorales, que puede actuar mediante 

mecanismos diferentes para promover las neoplasias (Szlosarek y cols., 2006(a): 

Actuando como un factor de crecimiento en cierto tipo de tumores: en ellos incrementaría 

los niveles de reguladores positivos del ciclo; a su vez actuaría disminuyendo los 

inhibidores de ciclinas dependientes de kinasas (CDK) (reguladores negativos). También 

puede inducir quimioresistencia en ciertos tipos de cánceres, promoviendo entre otros, 

daños en el DNA o inhibir su reparación regulando las vías dependientes de NO (óxido 

nítrico). Además, la secreción paracrina de TNF- por parte de macrófagos estimulados 

por IFN- incrementa la producción de oxido nítrico sintasa inducible en células epiteliales 

y como resultado su transformación tumoral. 
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Además, puede promover angiogénesis. Son varios los factores que median el efecto 

proangiogénico de esta citocina. Por ejemplo, el VEGF (Factor de Crecimiento Vascular 

Endotelial), su receptor VEGFR2, FGF, IL-8, NO (óxido nítrico), selectina-E e ICAM-1 

(Molécula de Adhesión Intercelular-1). El TNF Promueve la movilidad de las células del 

tumor y estimula la actividad tanto de fibroblastos como de macrófagos. Un trabajo 

reciente de Hangemann y colaboradores muestra que el co-cultivo de células cancerígenas 

de ovario y pulmón con macrófagos, incrementa la capacidad invasiva e las células 

malignas. A través de la activación de las vías JNK y NF-B dependientes del TNF- e 

induce la producción de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) potenciando 

la capacidad invasiva del tumor y Modula la transición epitetial a mesenquimal, es decir, 

aumenta la capacidad invasiva de ciertos modelos de cáncer colorrectal, actuando como 

factor de supervivencia y crecimiento de las células malignas. 

 

El TNF-, en combinación con otras citocinas proinflamatorias como la IL-1 y la 

IL-6, tiene un efecto paracrino directo sobre la expresión de antígenos de superficie y 

sobre la disminución de la tasa de proliferación de las células tumorales (Kuninaka y cols., 

2000). La IL-6 contribuye al efecto antiproliferativo de la IL-1 y el TNF, inhibiendo la 

proliferación y la melanogénesis de melanocitos humanos y de líneas celulares tumorales 

(Morinaga y cols., 1989; Swope y cols., 1991). 

 

 Existen diversos trabajos que ligan la metástasis y el TNF- mediante diversos 

mecanismos (Malik y cols., 1990; Orosz y cols., 1993; Mänel y cols., 1994). Las células 

del melanoma B16 detienen la liberación de óxido nítrico y la citotoxicidad sinusoidal 

hepática, como mecanismo natural de defensa contra el cáncer (Wang y cols., 2000). La 

IL-1, la IL-6, el TNF- y el TGF, incrementan la resistencia a la citotoxicidad del TNF- 

mediante la detención del crecimiento en la fase G1 del ciclo celular (Belizario y Dinarello, 

1991). La sensibilidad "in vivo" del melanoma humano al TNF- es determinada por la 

producción tumoral de una nueva citocina denominada EMAP II (Wu y cols., 1999). 

 

 En el melanoma, el TNF- exhibe un efecto antiproliferativo que comparte con la 

IL-1 y el TGF-, pero además, induce la producción de colagenasas de tipo IV. Estos 

resultados indican que las citocinas pleiotrópicas pueden tener efectos positivos y 

negativos simultáneamente en varios pasos de la progresión tumoral (Ladányi y cols., 

1998). 

 

 En relación con la metástasis y el TNF-, además del crecimiento, analizado como 

proliferación celular, la expresión de enzimas y moléculas de superficie, se ha estudiado 

las propiedades adhesivas de las células tumorales (Dejana y cols., 1988), su capacidad de 
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invasión (Malik y cols., 1990; Männel y cols., 1994; Yanase y cols., 1995; Okada y cols., 

1999; Hofmann y cols., 2000), y la expresión de moléculas de adhesión (Higashiyama y 

cols., 1996; Okada y cols., 1999). 

 

Debido a la implicación del TNF- en el crecimiento del tumor bajo determinadas 

circunstancias, la terapia anti-TNF ha sido utilizada en algunos sistemas experimentales 

para la prevención del cáncer y su terapia. Así, el Factor de Necrosis Tumoral puede ser 

bloqueado por anticuerpos monoclonales anti-TNF, receptores solubles de TNF o la 

autovacunación con esta citocina (Wang y cols., 2008). Un ejemplo de ello lo constituye 

el uso de Infliximab, que no es más que un anticuerpo monoclonal que inhibe 

específicamente las funciones del TNF- circulante y de membrana (Wang y cols., 2008; 

Zidi y cols., 2010). 

 

El crecimiento tumoral depende entre otros procesos de la angiogénesis, la cual es 

promovida por los factores angiogénicos que son secretados por las células tumorales. 

Diversos trabajos han sugerido que el uso de agentes que sean capaces de destruir los 

vasos sanguíneos intratumorales puede constituir una nueva estrategia en la terapia 

antitumoral (Lejeune y Rüegg, 2006). 

 

 La angiogénesis o producción de nuevos vasos por parte del tumor, es esencial 

para que sus células obtengan a través del sistema circulatorio sanguíneo todo el oxígeno 

y los nutrientes necesarios para que puedan crecer y metastatizar. De hecho, un tumor que 

está creciendo activa los vasos que le rodean secretando factores angiogénicos. La 

angiogénesis tumoral se puede dividir en varias estadios (Van Horssen y cols., 2006). 

Estadio 1: Las agrupaciones de células tumorales que constituyen los nuevos focos 

tumorales en crecimiento, activan la capacidad angiogénica mediante la síntesis y 

secreción de factores pro-angiogénicos para garantizar en un primer momento su 

crecimiento exponencial. Estadio 2: El tumor secreta factores de crecimiento que activan 

las células endoteliales de los vasos circundantes. Estas migran y proliferan alrededor del 

tumor. Estadio 3: Una sola célula endotelial, es capaz de ser el origen del desarrollo de la 

capacidad de migrar a través de la matriz extracelular, y de ser guía de la migración del 

resto de células endoteliales. Estadio 4: El tumor finalmente se conecta a los vasos 

sanguíneos. 

 

 Una característica importante de estos vasos de nueva formación es que poseen 

una estructura diferente a los vasos normales. Así, presentan un endotelio no continuo, 

una membrana basal ampliada y una cobertura pericítica aberrante. Además, se pierde la 

jerarquía entre arteriolas, capilares y vénulas. Estas diferencias hacen que los vasos 
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sanguíneos asociados al tumor presenten una serie de huecos o discontinuidades a lo largo 

de su estructura. Van Horssen y colaboradores, proponen que los vasos asociados al 

tumor debido a su arquitectura especial y a que sus células endoteliales poseen receptores 

para el TNF- (concretamente las células endoteliales poseen TNFR-1), podrían ser una 

diana específica para el tratamiento con TNF-. 

 

 De hecho, se ha utilizado esta citocina en el tratamiento de tumores sólidos 

mediante perfusión de miembros aislados. (ILP) obteniéndose como resultado la necrosis 

hemorrágica del tumor (Lejeune y cols., 1998; Lejeune y cols., 2006). Según estos 

autores, el efecto observado podría deberse a que el TNF- suministrado para tratar este 

tipo de tumores localizados, se une a sus receptores solubles dando como resultado una 

sobresaturación de los mismos debido a la alta dosis administrada. Esta unión hace que se 

incremente la permeabilidad de los vasos tumorales de manera que, tanto los eritrocitos 

como otras células sanguíneas se extravasan masivamente, originando una necrosis 

hemorrágica masiva del tumor. (Van Horssen y cols., 2006). 

 

 El efecto antitumoral del TNF- podría incluir también respuestas inmunes que 

inhibirían la formación del tumor, sería el caso por ejemplo de la destrucción del estroma 

tumoral mediante linfocitos T citotóxicos. 

 

Aunque esta citocina posee efectos citotóxicos, citostáticos e inmunomoduladores 

sobre las células malignas del tumor, su uso como agente quimioterapéutico ha sido 

obstaculizado por sus graves efectos secundarios como son el shock sistémico y una 

respuesta inflamatoria generalizada. Por tanto, uno de los objetivos principales en las 

terapias antineoplásicas es maximizar la citotoxicidad selectiva del tumor, minimizando al 

máximo posible los efectos secundarios del TNF-. 

 

 Para ello, se han desarrollado distintas estrategias terapéuticas, una de las cuales se 

describe a continuación. El tratamiento mediante perfusión a miembros aislados (ILP) 

anteriormente citado es utilizado en el tratamiento de la metástasis de melanomas en 

tránsito y sarcomas de tejidos blandos inoperables. En estos casos, es un tratamiento 

seguro y eficaz a ciertas dosis, debido a que es un tratamiento localizado que no induce 

shock sistémico ni otros efectos secundarios debidos a la elevada toxicidad del TNF- 

(Lejeune y cols., 1998). 

 

 La combinación del factor de necrosis tumoral con otros agentes 

quimioterapéuticos ha demostrado ser una eficaz estrategia terapéutica para algunos tipos 

de tumores debido al incremento de la sensibilidad de tumor al tratamiento (Daniel y 
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Wilson, 2008; Gerspach y cols., 2009). Así, la combinación de esta citocina con agentes 

que induzcan la apoptosis de las células tumorales gracias a la inhibición de la vía NF-B 

(que conduce a la supervivencia, la proliferación celular y es la principal vía de escape de 

la toxicidad inducida por el TNF-) y/o con dianas de la vía BRAF está siendo una terapia 

con resultados esperanzadores (Balkwill, 2006; Gray-Schopfer y cols., 2007(a); Wang y 

Lin, 2008). 

 

La actividad sinérgica del TNF- junto con drogas quimioterapéuticas es una 

consecuencia de la hiperpermeabilidad inducida por el primero, explicada anteriormente 

tiene como consecuencia un aumento de la permeabilidad a lo largo del tumor, facilitando 

la distribución y acumulación de la droga en el mismo, lo que provoca una mejor 

exposición de las células malignas al fármaco en cuestión (Van Horssen y cols., 2006). 

 

Una nueva estrategia para la administración del TNF- es la terapia génica usando 

un adenovirus. Este contiene el cDNA del TNF humano bajo el control del promotor de 

EGR-1 (factor de crecimiento); puede ser activado por radiación o por diversos agentes 

anticancerígenos como son la ciclofosfamida, la doxorrubicina, el 5-fluorouracilo, etc. 

Permitiendo un control tanto temporal como espacial de la liberación del TNF. En este 

caso, se ha observado una potente actividad anticancerígena sin efectos tóxicos 

sistémicos. 

 

Otra vía para que el tratamiento con TNF- actúe exclusivamente sobre las células 

tumorales es el uso de anticuerpos monoclonales. Para ello, se genera una proteína 

recombinante que fusiona el TNF- a un anticuerpo monoclonal que se une 

específicamente a un antígeno tumoral (Scott y cols., 2012). Debido a que el TNF- es 

capaz de destruir los vasos sanguíneos asociados al tumor se pueden fusionarle una serie 

de péptidos como el CNGRCG, que se unen específicamente a los vasos sanguíneos del 

tumor; para que destruya selectivamente los vasos del mismo. Por último, existe la 

estrategia de potenciar la capacidad del TNF- de inducir la respuesta inmune en contra 

de las células tumorales (Wang y Lin, 2008). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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1. Antecedentes e hipótesis 

 

 La metástasis es un proceso durante el cual, células que provienen de un tumor 

localizado a distancia logran asentarse y comienzan a proliferar, dando lugar a focos 

tumorales secundarios. Para dar lugar a metástasis las células tumorales han tenido que 

superar con éxito las distintas etapas que componen el proceso metastático y esto va a 

depender fundamentalmente de dos aspectos: por un lado, de las propias características de 

las células tumorales y por otro, de la interacción continua que se establece entre las 

células tumorales y las células normales del organismo. No siempre se produce la 

eliminación efectiva de las células tumorales y a veces, éstas escapan a la inmunovigilancia 

y producen metástasis, dependiendo de la inmunogenicidad del tumor. En algunos casos se 

ha descrito que el sistema inmune no sólo resulta ineficaz sino que además, el 

establecimiento de una respuesta inmune puede favorecer el desarrollo tumoral. 

 

 El melanoma es una enfermedad tumoral que se caracteriza por su alto potencial 

de agresividad y capacidad metastática (Denninghoff y cols., 2006). Su evolución con 

frecuencia es imprevisible y además, su incidencia está aumentando más rápidamente que 

la de cualquier otra neoplasia. En algunas poblaciones, como es el caso de Australia, 

tienen tasas anuales próximas a 50 casos por 100.000 habitantes (Manola y cols., 2000). 

Esta alta incidencia del melanoma se explica porque es una patología ligada a la 

exposición a la luz solar. Además, del hecho de la mayor prolongación de la esperanza de 

vida en los países con cultura occidental. Una de las características fundamentales de esta 

patología tumoral es su localización superficial, lo que nos permite observar y estudiar 

directamente la progresión tumoral del melanoma. Además, a nivel diagnóstico en base a 

características y criterios morfológicos definidos, se han establecido unas etapas del 

estadio tumoral de esta patología. 

 

 Los tratamientos habituales contra el cáncer no son efectivos en la terapia contra el 

melanoma, debido a que es resistente a la quimioterapia y a la radioterapia. En las últimas 

decadas se está tratando de introducir la Bioterapia del cáncer, que se basa en el uso de 

sustancias que pueden ser sintetizadas por el propio sistema inmune del paciente, que se 

denominan agentes inmunomoduladores con objeto de luchar contra los tumores. Las 

citocinas son agentes inmunomoduladores. Los primeros ensayos clínicos con agentes 

inmunomoduladores en pacientes con melanoma que han dado resultados alentadores, se 

están realizando con IL-2, con IFNs y TNF- (Rosenberg, 1990; Lejeune y cols., 1998;  
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Joseph y cols., 1999; Aggarwal y cols., 2001; Wang y Ling, 2008; Zidi y cols., 2010; Chu 

y cols., 2013). 

 

 La línea de investigación de este grupo se inició con el estudio sobre la biología de la 

metástasis y se ha centrado en la modulación por la red de citocinas de la actividad 

metastática de las células tumorales. Fruto de estos trabajos entre otros, se obtuvieron una 

serie de resultados en los que hemos basado la hipótesis de esta tesis. Dichos resultados se 

pueden resumir en los siguientes puntos: 

 

 1) Las células del melanoma B16F10 expresan la IL-2 y el receptor funcional de la 

IL-2 (García de Galdeano y col., 1996). 

 

 2) El tratamiento "in vitro" de células B1610 con IL-2, da lugar a un incremento de 

la colonización metastática en el hígado (Boyano y col., 1997). 

 

 3) Las células del melanoma B16F10 cultivadas "in vitro" con IL-6 dan lugar a un 

incremento de la capacidad metastática tanto en hígado como en pulmón, además de un 

aumento de la expresión de VLA-4, que es una integrina asociada con la mayor capacidad 

metastática en células B16 (García de Galdeano y col., 1998). 

 

 El TNF- es un factor proinflamatorio que media en las respuestas normales 

inmunes e infecciosas. Además, se considera un potente inmunomodulador y en base a 

esta propiedad se utiliza en el tratamiento biológico del cáncer como agente con actividad 

antitumoral. En el caso de las metástasis de melanomas en tránsito (son metástasis 

localizadas a menos de 2 cm del tumor primario) y algunos tipos de sarcomas, la 

utilización de TNF- como agente terapéutico está obteniendo resultados esperanzadores. 

 

 Además, fruto de la investigación del TNF- por otros autores, se ha obtenido 

datos que se recogen en los siguientes puntos: 

 

 1) El TNF- es un potente inductor de la expresión de IL-6 en células (Jirik y 

cols., 1989; Norris y cols., 1994). 

 

 2) El TNF- y la IL-6 son citocinas proinflamatorias que comparten diversas 

actividades en común (Hirano, 1998). 
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 3) El TNF- induce un incremento de la expresión de VLA-4 en células B16 

(Okahara y cols., 1994). 

 

 4) El TNF- “in vivo” da lugar a un efecto prometastático en células B16. 

 

 5) El TNF- tiene un efecto antitumoral en el melanoma humano (Bani y cols., 

1996; Rüegg y cols., 1998). 

 

 6) La compleja red de citocinas, como factores reguladores de la función celular, 

en la actividad de las células del melanoma (Rodek y Herlyn, 1991; Mattei y cols., 1994). 
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2. Objetivos 

 

 Para poder analizar el efecto de la IL-2, la IL-6 y el TNF- en las células del 

melanoma B16 y estudiar su implicación en la biología y actividad metastática de estas 

células tumorales, en la presente Tesis Doctoral nos propusimos: 

 

1) Evaluar si la IL-2, la IL-6 o el TNF- son capaces de modificar la expresión de 

las moléculas de superficie: RIL-2, RIL-2, ICAM-1, VLA-4 y CD44, el patrón de 

distribución de filamentos del citoesqueleto y la capacidad de adhesión e invasión de las 

células tumorales. 

 

 2) Estudiar la actividad proliferativa de las células del melanoma B16 tratadas con 

IL-2, IL-6 y TNF- evaluando tanto el potencial proliferativo como la capacidad 

clonogénica de las células tumorales. 

 

 3) Determinar si la IL-2, la IL-6 o el TNF- son producidos por estas células 

tumorales. Además, determinar si la síntesis de la IL-2 o la IL-6 puede ser inducida en las 

células del melanoma B16 utilizando entre otros el TNF- como inductor. 

 

 4) Tratar de estudiar el ciclo celular y moléculas que estén implicadas en la 

respuesta de las células del melanoma B16 al tratamiento con TNF-. 

 

 5) Establecer si la susceptibilidad al efecto del TNF- depende del grado de 

malignidad de las células y analizar la posible interacción de la red de citocinas (IL-2, IL-6 

y TNF-) en las células del melanoma B16. 
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Materiales y Métodos 

 

49 

 

1. Materiales 

 

 

1.1. Líneas celulares 

 

 Melanoma B16. El melanoma B16 es un tumor productor de melanina. La línea 

celular se estableció en 1954 en los laboratorios Jackson (Maine, USA) a partir de un 

tumor espontáneo que se desarrolló en ratones C57BL/6J y se ha mantenido en cultivo 

continuo desde entonces. De la línea primitiva se obtuvo variantes con distinta capacidad 

metastática (Fidler, 1973). Entre ellas están las sublíneas denominadas B16F1 y B16F10 

(Figura 3), siendo esta última la que posee un mayor poder metastático. Aprovechando 

esta cualidad, ambas sublíneas celulares se emplearon en la mayor parte de este trabajo. 

Las sublíneas celulares fueron adquiridas a través de la ATCC (American Type Culture 

Collection, Rockville, USA). B16F1 (ATCC CRL-6323) y B16F10 (ATCC CRL-6475). 

 

 Línea de fibroblastos L929. Esta línea de fibroblastos se estableció en cultivo 

continuo (Earle, 1940) a partir de tejido conectivo subcutáneo de ratón C3H/An adulto. 

Estas células tratadas con 20-metilcolantreno producen sarcomas, cuando se inoculan en 

los ratones C3H/An. Esta línea celular fue cedida amablemente por la Dra. Begoña Díez 

Azpiri. Profesora del Departamento de Inmunología, Microbiología y Parasitología de la 

UPV/EHU. Estas células se utilizaron como control en diversos tipos de ensayos. 

 

 Línea de linfocitos T citotóxicos CTLL-2. Es una línea celular derivada de 

linfocitos T citotóxicos específicos, inducidos por la inoculación a ratones de la cepa 

C57BL/6J (H-2b) de células alogénicas de eritroleucemia F4-5, de haplotipo H-2d (Gillis y 

Smith, 1977; Baker y cols., 1979). Estas células tienen como requisito imprescindible para 

su mantenimiento un aporte exógeno de IL-2 al medio de cultivo. La carencia de este 

factor determina la muerte de todas las células del cultivo en un período de 24 h. 
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A 

 
 

B 

 

 
 

 

Figura 3. Línea celular en cultivo. 

(A) Melanoma B16F10 (10x). (B) Melanoma B16F10 (32x). Imágenes obtenidas 

mediante un microscopio invertido ZEISS Axiovert 25. 
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1.2. Materiales empleados en cultivos celulares 

 

 Frascos de cultivo. Para realizar el cultivo continuo de las líneas celulares se 

utilizaron frascos desechables de poliestireno de 25 y 75 cm2 de superficie (Costar). 

 

 Otros recipientes de cultivo. 

 - Las experiencias de proliferación celular se realizaron en microplacas de 96 

pocillos de fondo plano (Falcon). En las experiencias de colonias se utilizaron macroplacas 

de 24 pocillos de fondo plano (Falcon). 

 

 - En las experiencias de invasión se utilizaron insertos con membrana de 

polyethylen terephethalato (PET) de un tamaño de poro de 8,0 m (Cell Culture Inserts, 

Falcon) así como macroplacas de 24 pocillos adaptadas para usar con insertos (Tissue 

Culture Plate for use with 9 mm Cell Culture Inserts, Falcon). 

 

 - Las valoraciones mediante microscopía de fluorescencia se llevaron a cabo en 

cámaras de cultivos celulares asociadas a portaobjetos (portaobjetos provistos de 

camarillas desechables (Tissue Culture Chambers Slide, Nunc). 

 

 

1.3. Medios, reactivos y soluciones 

 

1.3.1. Medios de cultivo 

 

  Para el mantenimiento de las líneas celulares se utilizó el medio de cultivo DMEM 

(Dulbecco´s modified Eagle´s medium) suplementado con bicarbonato, con antibióticos; 

Penicilina G (Instituto de Farmacología Española): 33 l/100 ml de DMEM o 

Gentamicina (Laboratorios Schering-Plough): 250 l/100 ml de DMEM y con 10% de 

suero bovino fetal (SEROMED). 

  

 El medio de cultivo DMEN se preparó disolviendo la solución del medio liofilizado 

en agua desionizada, se ajustó el pH a 7,2 y se filtró por presión negativa con filtros de 

0,22 m. Antes de ser utilizado se incubó durante al menos 72 h para testar su esterilidad. 

Este medio se utilizó para el mantenimiento y cultivo continuo de la línea de fibroblastos 

L929. Las líneas tumorales B16F1 y F10 se cultivaron con este mismo medio pero sin la 

adición de antibióticos. 
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 Para el mantenimiento de la línea CTLL-2 hemos utilizado medio de cultivo 

RPMI-1640 (Sigma Cell Culture) suplementado con los siguientes compuestos: 

 - Bicarbonato 0,855 gr/l. 

 - HEPES 10 mM (Boehringer-Mannheim). 

 - 2-Mercaptoetanol 5 x 10-5 M (Invitrogen). 

 - L-glutamina 2mM (Sigma 200 mM). 

 - Aminoácidos no esenciales 10 ml/l. 

 - Antibióticos: penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 g/ml). 

 - 5% de SBF (Sigma). 

 - IL-2 recombinante humana (10-20 U/ml) o 15% (v/v) de sobrenadante de 

esplenocitos de rata con actividad IL-2. 

 

 El medio de cultivo RPMI-1640 se suplementa inmediatamente antes de ser 

utilizado y los compuestos como el bicarbonato, HEPES y 2-ME son disueltos en una 

pequeña cantidad de medio y filtrados, antes de ser añadidos. 

 

 SBF (Suero Bovino Fetal) (SEROMED). Se utilizó para suplementar los medios 

de cultivo. Antes de hacer las alícuotas hay que descomplementarlo. Para ello, se 

descongeló de forma gradual de -20ºC a temperatura ambiente con objeto de evitar en la 

medida de lo posible, la formación de grumos o acúmulos de fibras. Una vez 

descongelado, se precalentó el baño termostatado a 56ºC. A esta temperatura se 

descomplementó durante 45 minutos y se alicuotó en frascos de vidrio estériles, que se 

almacenaron a -20ºC hasta su uso. 

 

1.3.2. Reactivos y soluciones tamponadas 

 

 EDTA (ácido etilen-diamino-tetra-acético) (Sigma). Para disgregar los tapices al 

realizar los subcultivos de las células adherentes de la línea B16 se utilizó una solución de 

EDTA 2 mM en PBS (pH=7,2) (PBS-EDTA). 

 

 BSA (Albúmina sérica bovina) (Sigma). Se conservó a 4ºC. 

 

 DMSO (Dimetilsulfóxido) (Merck). Se almacenó a temperatura ambiente y se 

utilizó en el protocolo de congelación celular. 
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 HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (Boehringer-

Mannheim). El tampón HEPES se utilizó a una concentración de 10mM para suplementar 

el medio RPMI-1640. Se almacenó a temperatura ambiente. 

 

 PBS (Tampón fosfato en solución salina) (pH=7,2). Se preparó una solución 10X 

en agua desionizada, que se esterilizó por autoclavado. 

 Solución 10X: (para 1 litro) 

  - Clk    2 g. 

  - ClNa    80 g. 

  - PO4HNa2 x (2H2O)  14,4 g. 

  - PO4H2K   2 g. 

 

La solución de uso se obtuvo a partir del stock 10X, diluyendo en agua desionizada 1/10. 

Se ajustó el pH de nuevo a 7,2 y se volvió a autoclavar. Por último, se almacenó a 4ºC 

hasta su uso. 

 

 PBS-BSA (Sigma). Solución de albúmina sérica bovina al 1%, 0,5% y 0,1% en 

PBS (pH=7,2). Se empleó para hacer lavados. 

 

 PBS-0,5%BSA-0,1% azida sódica (Sigma). Solución de albúmina sérica bovina 

y de azida sódica en PBS (pH=7,2). Se empleó para hacer la dilución de los anticuerpos en 

los inmunoensayos. 

 

1.3.3. Soluciones fijadoras 

 

 Etanol (alcohol etílico) 96º: 30%, 50%, 70%, 90% y 100% en agua 

desionizada (Probus). 

 

 Formaldehído 2% y 4% en PBS (Sigma). 

 

 Glutaraldehído 3% en PBS (Boehringer Ingelheim, Serva). 

 

 Tritón X-100 (Sigma) 0,1% y 0,5% en PBS. Es un detergente que se empleó 

para permeabilizar las células en los inmunoensayos. Se almacenó a temperatura ambiente. 

 

 Xilol (Panreac). 
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1.3.4. Colorantes 

 

 Azul tripán (CARLO ERBA). Solución concentrada de azul tripán liofilizado, 

disuelto al 0,1% en agua desionizada. Solución de uso: dilución al 0,001% en PBS. 

 

 Cristal violeta (Sigma). Se preparó como sigue. 

  a) Solución madre: (para 1 litro) 

   - Cristal violeta  20 g. 

   - etanol   200 ml. 

   - formol   100 ml. 

   - agua desionizada  700 ml. 

 

 Se disolvió primero el cristal violeta en el etanol. 

 

  b) Solución de uso: (para 10 ml) 

   - solución madre  1 ml. 

   - formol   1 ml. 

   - agua desionizada  8 ml. 

 

Concentración de trabajo: Cristal violeta al 0,2% en etanol al 2% y en formol al 4%. 

 

 DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole (dihydrochloride) (Sigma). Es una tinción 

de contraste del núcleo, que se almacenó a 4ºC, siendo la concentración de uso de 2 

mg/ml. 

 

 Giemsa (Azur-eosina-azul de metileno, según Giemsa en solución para 

microscopía) (Merck, Nº catálogo 9204). Se empleó una dilución 1:20, en agua 

desionizada. 

 

 

1.3.5. Medios de montaje 

 

 DPX (Mountant for histology) (FLUKA). Se almacenó a temperatura ambiente. 

 

 Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates Inc, Birmingham). Se 

conservó a 4ºC. 
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1.4. Productos de origen biológico 

 

 Actinomicina-D (Sigma). Esta sustancia obtenida de Streptomyces species es un 

inhibidor de la síntesis proteica. El liofilizado comercial se disolvió en DMSO y se alicuotó 

en viales tipo Eppendorf que se mantuvieron a -20ºC, evitando que entraran en contacto 

con la luz. La concentración de uso fue: 1-8 g/ml. 

 

 Anticuerpos monoclonales: 

 

 - Anti CD44 (CHEMICON). MAB2212. Rat x Mouse, lote: 64297051. Envase de 

100 g (1 mg/ml). Se une selectivamente al CD44 que es un receptor de membrana para el 

ácido hialurónico. Se empleó una dilución 1:20 que se mantuvo almacenada a -20ºC. 

 

- Anti ICAM-1 (R. D. Systems). La molécula de adhesión intercelular-1, 

pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y ha sido relacionada con la alta 

malignidad del melanoma (Johnson y cols., 1989; Natali y cols., 1990). Además, ha sido 

asociada con la regulación de la IL-2 en linfocitos (Buckle y cols., 1990; Triozzi y cols., 

1992) y está asociada con el receptor de la IL-2 (Burton y cols., 1990). La solución 

comercial liofilizada se disolvió en 1 ml de agua bidestilada estéril y se almacenó a 4ºC. Se 

empleó una dilución 1:10. 

 

 - Anti Ig G-FITC (DAKO). Este anticuerpo pone de manifiesto el anticuerpo que 

se está testando, se utiliza como segundo anticuerpo Inmunoglobinas de conejo 

conjugadas con Isotiocianato de fluoresceína y dirigidas contra inmunoglobinas de rata. Se 

almacenó protegido de la luz a 4ºC. Se empleó una dilución 1:30. 

 

 - Anti Phalloidin-TRITC (Isotiocianato de tetrametil rodamina conjugado con 

Faloidina) (Sigma). La Faloidina es un alcaloide extraído de la Amanita phalloides, que se 

une a la actina F filamentosa estabilizándola. El anticuerpo se almacenó a -20ºC, siendo la 

concentración de uso de 0,2 g/ml. 

 

 - Anti p21WAF1/CIP1 (Pharmingen). El p21WAF1/CIP1 es un inhibidor del ciclo 

celular. Se utilizó el anticuerpo monoclonal p21WAF1/CIP1 purificado de ratón y específico 

para su uso en citometría de flujo. Se empleó una dilución 1:25 y se conservó a 4ºC. 

 

- Anti RIL-2 (Endogen) (CD25). Específico para el receptor alpha de la IL-2 de 

ratón. La molécula de 55 KDa se une a la IL-2 con baja afinidad. La solución comercial 
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liofilizada se disolvió en 1 ml de agua bidestilada estéril y se almacenó a 4ºC. Se empleó 

una dilución 1:10. 

 

- Anti RIL-2 (Endogen) (CD122). Específico para el receptor beta de la IL-2 de 

ratón. La molécula de 75 KDa se une a la IL-2 con afinidad intermedia. La solución 

comercial liofilizada se disolvió en 1 ml de agua bidestilada estéril y se almacenó a 4ºC. Se 

empleó una dilución 1:10. 

 

 - Anti VLA-4 (CHEMICON). El VLA-4 es uno de los receptores de membrana 

de la fibronectina, presenta dos cadenas denominadas 4 y 1, respectivamente. Para 

nuestros ensayos se empleó VLA-4 (4), conjugado ratón anti-rata. Se almacenó a -20ºC 

y se utilizó a una dilución 1:10, siendo la concentración de uso 20 g/ml. 

 

 Ceramida (Calbiochem). La ceramida es un segundo mensajero, que media entre 

otras, en la señalización de las respuestas inflamatorias e inmunes y también en el proceso 

de apoptosis. Se empleó un análogo sintético denominado C2-ceramida (N-Acetyl-D-

erythro-Sphingosine). El liofilizado se disolvió en DMSO y los viales obtenidos de 250 

g/vial se almacenaron a -20ºC. La concentración de uso fue 1-100 M. 

 

 Ciclosporina (Calbiochem). Esta sustancia con potente actividad 

inmunosupresora consiste en un decapéptido producido por el hongo Trichoderma 

polysporum. Es un potente inhibidor de la actividad protein fosfatasa. Además, inhibe la 

síntesis de óxido nítrico inducida por la IL-1, lipopolisacáridos y el TNF-. El producto se 

resuspendió en etanol y se alicuotó en viales de 5.000 g/100l que se almacenaron a -

20ºC. Siendo la concentración de uso de 0,1-10 g/ml. 

 

 Citocinas: 

 

 - Interleucina 2 (IL-2) (Boehringer Mannheim). En todos los tratamientos con 

IL-2 se ha utilizado IL-2 recombinante humana E. coli con una actividad específica de más 

de 2 x 106 U/mg. A partir del vial comercial con IL-2 a una concentración de 10.000 U/ml 

se hicieron alícuotas de 1.000 U/vial y se mantuvieron a -20ºC hasta su utilización. 

 

 - Interleucina 6 (IL-6) (Boehringer Mannheim). Como fuente de IL-6 se ha 

empleado IL-6 recombinante humana E. coli de actividad específica 2 x 108 U/mg de 

proteína, presentada en viales de 200.000 U/ml. Se hicieron alícuotas de 10.000 U/ml que 

se conservaron a -20ºC hasta su utilización. 
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 - Factor de Necrosis Tumoral (TNF-) (Sigma). Se utilizó TNF- recombinante 

de ratón. El producto liofilizado se disolvió en DMEM y se alicuotó en viales de 5 x 105 

pg/500 l que se almacenaron a -20ºC hasta su uso. 

 

 Enzimas: 

 

 - Tripsina (Sigma). Esta enzima se utiliza para disgregar la línea celular L929 para 

subcultivarla. En nuestros ensayos se utilizó una solución de Tripsina-EDTA 2 mM en 

PBS (pH=7,2) (PBS-Trip EDTA). 

 

 - RNasa (Boehringer Mannheim). El liofilizado comercial de la RNasa de páncreas 

bovino se almacenó a 4ºC. Se reconstituyó en agua desionizada estéril, y se hicieron 

alícuotas de 500 U/vial que se congelaron a -20ºC hasta su uso. 

 

 Ioduro de Propidio (Sigma). Es un derivado del fenantreno que se une 

específicamente a la estructura polinucleotídica de los ácidos nucleicos, intercalándose 

entre sus pares de bases. Debido a su estructura iónica, no puede penetrar en las células 

vivas pero si en las muertas, por lo que marca su ARN y ADN. El ioduro de propidio se 

solubilizó en agua desionizada a una concentración de 1000 g/ml, siendo la 

concentración de uso de 50 g/ml. Se almacenó protegido de la luz a 4ºC. 

 

 Kits comerciales utilizados: 

 

 - Kit de ELISA IL-6 (Quantikine™ M mouse IL-6 Immunoassay Kit) (R. D. 

Systems). Inmunoensayo enzimático fotométrico para la determinación cuantitativa “in 

vitro” de la interleucina-6 de ratón (IL-6), en microplacas listas para usar. Se utilizó en la 

determinación de la IL-6 en los sobrenadantes de los medios donde se habían cultivado las 

células. Se almacenó a 4ºC. 

 

 - Cell Proliferation Kit II (XTT) (Boehringer Mannheim). Ensayo colorimétrico 

basado en el XTT, para la cuantificación no radiactiva de la proliferación y la viabilidad 

celular. El reactivo XTT (XTT labeling reagent) se alicuotó en tubos roscados cónicos de 

poliestireno de 10 ml (BEORTEK). Mientras que el reactivo de acoplamiento electrónico 

(Electron-coupling reagent) se alicuotó a parte, en tubos tipo Eppendorf. Ambas alícuotas 

se mezclaron en el momento de añadirse a la microplaca de 96 pocillos. Hasta su uso, es 

importante mantenerlas almacenadas en oscuridad y a -20ºC. La concentración óptima 

para su uso en nuestros ensayos fue 50 l/pocillo. 
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 MATRIGEL


 (Basement Membrane Matrix) (Becton and Dickinson). Esta 

matriz, es un extracto del tumor de ratón Engelbreth-Holm-Swarm, el cual es rico en 

proteínas de la membrana basal. Los principales componentes de la matriz son laminina, 

colágeno IV, entactina y proteoglican-heparan-sulfato. También contiene factores de 

crecimiento, otras proteinasas además de otros componentes no definidos. A temperatura 

ambiente el gel de MATRIGEL se polimeriza formando una membrana basal con 

estructura, composición, propiedades físicas y habilidad para adquirir características 

funcionales típicas de las membranas basales. 

 

 El vial de MATRIGEL liofilizado se reconstituyó en DMEM, manteniendo en todo 

momento el producto a 4ºC para que no polimerizase. Se alicuotó en viales de 2.100 

g/vial y además, uno de los viales anteriores se diluyó a la concentración de uso: 200 

g/vial. Para conseguir dicha concentración, el contenido de un vial se disolvió en 

DMEM. Por último, se almacenaron los viales de la concentración de uso y stock, a -

20ºC. Para utilizarlo se atemperó el MATRIGEL de -20ºC a 4ºC durante toda una noche. 

Para ello, se colocó en hielo picado a 4ºC y se mantuvo en todo momento en hielo picado 

hasta su utilización. 

 

 PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate) (Sigma). Esta sustancia activa al 

linfocito T y estimula la producción de IL-2 en las células Jurkat (Weiss y cols. 1984). El 

liofilizado se reconstituyó en 1 ml de DMSO o en etanol. Se alicuotó en viales de 50 

l/vial que se almacenaron a -20ºC. La concentración de uso fue 1 M-10 nM. 



Materiales y Métodos 

 

59 

 

2. Métodos 
 

 

2.1. Cultivos celulares 

 

 Los cultivos de líneas celulares se realizaron en condiciones de esterilidad en un 

laboratorio destinado exclusivamente para tal fin, en el cual las condiciones de esterilidad 

están controladas al máximo. En dicho laboratorio se dispone del siguiente equipamiento: 

incubadora que mantiene los cultivos a una temperatura constante de 37ºC y en atmósfera 

húmeda con un 5% de CO2 (JOUAN IG 150), campana de flujo laminar vertical en la que 

se realiza la manipulación de las células (TELSTAR PV-100), centrífuga (JOUAN CR 

312), centrífuga de mesa (HEIDOLPH ZENTR.280E), vortex (HEIDOLPH REAX Top), 

baño termostatado (SELECTA P UNITRONIC 320 OR), espectrofotómetro (BIO-TEK 

INSTRUMENTS, INC ELx800), microscopios invertidos (ZEISS y ZEISS Axiovert 25), 

microscopio de fluorescencia Leica (LEITZ DMRB) y citómetro de flujo EPICS ELITE 

ESP (Coulter Electronics Inc.). 

 

2.1.1. Mantenimiento de las líneas tumorales 

 

 Todas las líneas tumorales adherentes (B16F1, B16F10) utilizadas se cultivaron en 

frascos de cultivo en posición horizontal en DMEM suplementado al 10% con SBF como 

medio de cultivo. Al proliferar, éstas células adherentes van ocupando toda la superficie 

del frasco y cuando los tapices celulares alcanzan la confluencia se realiza el subcultivo. 

Para ello, se retiró el medio de los frascos de cultivo y se disoció las monocapas celulares 

adicionando una solución de PBS-EDTA 2 mM (pH=7,2) con la que se incubaron los 

frascos en la estufa de cultivos. La solución celular obtenida se centrifugó y se hizo un 

recuento mediante la tinción vital con azul tripán. Seguidamente se hizo una resiembra, 

bajando la concentración de células y empleando medio de cultivo nuevo. El número de 

células que se sembró para cada tipo celular se ajustó para conseguir un tapiz confluente 

cada 2-3 días. 
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2.1.2. Mantenimiento de la línea L929 

 

 Esta línea de fibroblastos murinos presenta también crecimiento adherente, por lo 

que se cultivaron en frascos de cultivo en posición horizontal en DMEM con antibióticos 

(penicilina G: 33 l/100 ml DMEM o gentamicina 250 l/100 ml DMEM) y suplementado 

con 10% de SBF como medio de cultivo. Los fibroblastos proliferan y ocuparon toda la 

superficie del frasco. Cuando el tapiz celular llegó al estado de confluencia, se realizó el 

subcultivo. Para esto, las células se incubaron en la estufa con una solución enzimática de 

tripsina-EDTA 2 mM (pH=7,2) durante 5 minutos para disgregar la monocapa celular. La 

solución celular obtenida se centrifuga y recuenta usando azul tripán y se resiembra 

bajando la concentración de células con medio de cultivo nuevo. El número de células que 

se resiembra se ajusta para conseguir un tapiz confluente cada 2-3 días. 

 

2.1.3. Mantenimiento de la línea CTLL-2 

 

 Las células CTLL-2 se cultivan en suspensión en frascos de 25 cm2, en posición 

vertical y en medio RPMI-1640 suplementado como se indica en el apdo. 1.3.1. al que 

además, se añade una fuente de IL-2. Para subcultivar se siembran 5 x 104 células/ml, las 

cuales en 48 h proliferan hasta alcanzar una concentración de 4-5 x 105 células/ml. 

Cuando el crecimiento llega a este punto, se centrifugan las células en un tubo de 50 ml, a 

2.500 rpm 15 min a 4ºC para eliminar los restos celulares. Se cuentan y se resiembran en 

medio de cultivo nuevo. 

 

2.1.4. Congelación y descongelación de células 

 

 Para evitar problemas derivados del cultivo ininterrumpido de las líneas celulares 

(alteraciones, contaminaciones, etc.), éstas se mantienen en cultivo durante un número 

determinado de pases (aproximadamente 12 pases) tras lo cual, se retiran y sustituyen por 

células nuevas. Por ello se mantiene un stock de células congeladas que nos permite 

reponer la línea en cualquier momento que lo necesitemos. 

 

 a) Congelación. Las células en crecimiento exponencial se centrifugan a 1.500 

rpm, 5 min a 4ºC y la pastilla celular se resuspende en SBF con dimetilsulfóxido (DMSO) 

al 10% preparados con anterioridad ya que la reacción es fuertemente exotérmica, a una 

concentración de 2-5 x 106 células/ml. Esta suspensión celular se dispensa en viales de 

congelación estériles de 2 ml de polipropileno (External Thread Cryogenic Vials 

(CORNING). En cada vial se dispensa 1 ml de medio de congelación y se congelan los 
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viales de forma gradual para evitar al máximo el daño celular: primero a -20ºC (durante 4-

6 h), luego se llevan al congelador de -80ºC y por último, algunos viales se almacenan en 

nitrógeno líquido donde se mantienen a -196ºC. 

 

 b) Descongelación. Las ampollas de congelación se llevan lo más rápido posible a 

un baño termostatado a 37ºC y tras la descongelación se siembra el contenido del vial en 

un frasco de cultivo con medio nuevo. En el caso de las células adherentes, 1-2 h después 

de la siembra se observa el grado de adherencia al fondo del frasco y si este es el 

adecuado, se cambia el medio de cultivo para eliminar el contenido de DMSO (tóxico para 

las células) y restos de células muertas. 

 

2.1.5. Viabilidad y recuento celular 

 

 En todos los experimentos realizados con células fue necesario realizar un recuento 

y una determinación de la proporción de células vivas y muertas contenidas en una 

suspensión dada, previos a su utilización. Para determinar la concentración y viabilidad 

celular se utiliza una cámara de recuento Bürker (Blaubrand) que presenta una retícula de 

área conocida y la tinción con azul tripán. El azul tripán es un colorante vital que sólo tiñe 

las células muertas, de modo que sólo éstas aparecerán azules, mientras que las células 

vivas permanecen incoloras. El dato obtenido corresponde a número de células/ml. 
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2.2. Ensayo de invasión celular 

 

 El ensayo se inicia abriendo en la campana de flujo laminar una macroplaca de 24 

pocillos adaptada para usar con insertos (Tissue Culture Plate for use with 9 mm Cell 

Culture Inserts, Falcon) e insertos con membrana de polyethylen terephethalato (PET) de 

un tamaño de poro de 8,0 m (Cell Culture Inserts, Falcon) (Figura 4A). Se dispensa en 

los pocillos que serán el lugar definitivo de los insertos 1 ml de DMEM-BSA 0,1% para 

que el pH sea adecuado al de las células. También puede ser medio conteniendo un factor 

(TNF-, IL-2, IL-6, etc.), o medio condicionado obtenido a partir de otras células (L929). 

En otros pocillos se colocan los insertos que previamente se lavan con PBS estéril usando 

pinzas estériles, se retira el PBS y se añade el MATRIGEL 50 l/filtro; 200 g/ml (10 

g/filtro). Todo el material que esté en contacto con el MATRIGEL debe estar a 0ºC 

antes de usarse ya que si no, se polimeriza el MATRIGEL antes de tiempo. 

 

 A continuación, se deja polimerizar la placa en la estufa 2 h a 37ºC. Tras esto, se 

lavan los insertos con cuidado con PBS estéril. Con unas pinzas estériles se pasan los 

insertos a su lugar definitivo, que ya contiene el medio adecuado (Figura 4B) y se 

siembran las células B16 o L929 en el compartimento superior: 2 x 105 céls/inserto en un 

volumen de 200 l de DMEM-BSA al 0,1%. Las células pueden estar previamente 

sometidas a tratamiento. Las macroplacas se incuban a 37ºC en la estufa durante 4-24 h. 

Finalizado el periodo de incubación se observan los insertos al microscopio, se sacan con 

unas pinzas estériles a otros pocillos. En el pocillo donde se encontraban los insertos, se 

cambia el medio y se añade DMEM suplementado con 10% de SBF. Se vuelve a incubar 

la macroplaca en la estufa una semana. Para revelar el fondo de la macroplaca, se tiñen y 

cuentan las colonias que aparezcan como se indica en el apdo. 2.6. de Materiales y 

Métodos. 

 

 Por otro lado, los insertos se lavan con PBS por dentro y además, con un 

bastoncillo se retira todas las células de dentro del inserto. Tras la eliminación de las 

células del interior del filtro, éste se sumerge en glutaraldehído 3% en PBS, durante 30 

min a temperatura ambiente. Finalizada la fijación, se retira el glutaraldehido y se lava 2 

veces con PBS. Tras los lavados, se retira el PBS y se añade Giemsa 30 min. Para retirar 

el exceso de colorante, se lava 3 veces los insertos con agua. Una vez limpios, se retira la 

membrana del inserto con ayuda de un bisturí y se procede a deshidratar las membranas de 

los insertos con alcoholes (etanol): 30, 50, 70, 90, 100% se debe tener cada filtro en todos 

los alcoholes 1 min. Luego, se aclaran en xileno (breve inmersión) y se proceder al 
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montaje con DPX, colocando las células hacia arriba y poniendo un cubreobjetos. Se 

evalúan 5 campos a 200 aumentos en el microscopio Leica (LEITZ DMRB). 
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Figura 4. Ensayo de invasión celular en macroplaca. 

(A) Materiales utilizados: insertos, macroplacas de 24 pocillos adaptadas para usar con 

insertos y pinzas. (B) Recubriendo el pocillo con MATRIGEL y añadiendo el medio de 

cultivo. 
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2.3. Cámaras de cultivos celulares asociadas a portaobjetos 

 

 Las células B16 o L929 se siembran en cámaras de cultivos celulares asociadas a 

portaobjetos (portaobjetos provistos de camarillas desechables (Tissue Culture Chambers 

Slide, Nunc) (Figura 5) a una concentración de 2 x 104 - 4 x 104 cél/pocillo, en un 

volumen de 500 l de medio suplementados con 10% de SBF. Estas células previamente 

se han disgregado del tapiz celular, centrifugado y contado a partir de cultivos en fase 

exponencial del modo habitual. 

 

Una vez sembradas las cámaras, se incuban en la estufa. A las 2-4 h de incubación, 

se puede hacer un tratamiento a las células consistente en hacer que crezcan deprivadas de 

SBF o realizar tratamientos con factores diversos (TNF-, IL-2, IL-6, CsA, C2-ceramida, 

etc.). Para ello, se retira el volumen de medio equivalente al volumen que va a contener el 

tratamiento. Una vez tratadas las células, las camarillas se dejan incubar durante 24 h en la 

estufa. 

 

Por último, se desmonta la carcasa de las camarillas con ayuda de un punzón. Se 

deja secar el portaobjetos y se hace el montaje para microscopía añadiendo medio de 

montaje (Fluomount-G). Tras lo cual, se coloca un cubre bien limpio sobre el 

portaobjetos, que se sella añadiendo en los extremos unas gotas de esmalte de uñas. A 

continuación, se estudian al microscopio de fluorescencia Leica (LEITZ DMRB). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Cámara de cultivos celulares asociada a portaobjetos (Tissue Culture 

Chambers Slide, Nunc). 
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2.3.1. Tinción de los filamentos de F-Actina con TRITC-Faloidina 

 

 Para llevar a cabo la tinción se sigue el siguiente protocolo. Primero, las células 

B16 o L929 se siembran en cámaras de cultivos celulares asociadas a portaobjetos 

(portaobjetos provistos de camarillas desechables) (Tissue Culture Chambers Slide, Nunc) 

(Figura 5) a una concentración de: 2 x 104 cél/pocillo en un volumen de 500 l 

suplementados con 10% de SBF. A las 2-4 h de cultivo en la estufa, se retiran 250 l de 

medio y se añaden los tratamientos (TNF-, IL-2, IL-6, CsA, C2-ceramida, etc.) o se 

depriva totalmente de SBF a algunos pocillos. Las camarillas se vuelven a incubar en la 

estufa durante 24 h. Tras la incubación, se lavan 2 veces las camarillas con 500 l/pocillo 

de PBS, para eliminar el medio de cultivo. Tras el último lavado, se fijan con formaldehído 

al 2% en PBS, 5 min. Para eliminar el exceso de fijador, se lavan las camarillas con 1 

ml/pocillo de PBS durante 5 min. Los portaobjetos se estudiaron con el microscopio 

invertido (ZEISS Axiovert 25). 

 

 Una vez concluido el lavado, las camarillas se tiñen con 200 l/pocillo de TRITC-

Faloidina (0,2 l/pocillo), durante 40 min en oscuridad. Para retirar el exceso de 

colorante, se lavan 5 min en PBS. En este momento, puede hacerse una tinción de 

contraste, consistente en teñir con DAPI: 2 mg/ml (200 l/pocillo), durante 10 min (o con 

bromuro de etidio). Se vuelve a lavar para eliminar el exceso de la tinción 5 min en PBS y 

luego, se retira el PBS. 

 

Por último, se desmonta la carcasa de las camarillas con ayuda de un punzón. Se 

deja secar el portaobjetos y se hace el montaje para microscopía añadiendo medio de 

montaje (Fluomount-G). Tras lo cual, se coloca un cubre bien limpio sobre el 

portaobjetos, que se sella añadiendo en los extremos unas gotas de esmalte de uñas. A 

continuación, se estudian las imágenes mediante un microscopio de fluorescencia Leica 

(LEITZ DMRB). 
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2.4. Ensayo de adhesión celular 

 

 El ensayo de adhesión comienza recubriendo el fondo de los pocillos de una 

microplaca de 96 pocillos con MATRIGEL: 1 g/pocillo en un volumen de 50 l/pocillo. 

Previamente, para las líneas celulares en estudio se ensayaron diversos tiempos de 

adhesión (Figura 6). Se estableció 1 h. como tiempo de adhesión suficiente del 

MATRIGEL a la microplaca incubada en la estufa a 37ºC. Luego, se retira el medio y se 

añade una solución de PBS al 1% de BSA para bloquear durante 30-60 min y se introduce 

la microplaca de nuevo en la estufa. Tras la incubación, se retira el medio y se lava con 

PBS los pocillos. Una vez concluida la preparación de la placa recubierta con 

MATRIGEL, se siembran las células B16F1 o B16F10 en DMEM-BSA 0,1%. Para el 

ensayo de adhesión se siembra 2 x 104 cél/100 l en cada pocillo y a continuación, la 

microplaca se incuba en la estufa entre 30 min- 4 h. 

 

 Finalizada la incubación, se procede a lavar 2 veces los cultivos con 200 l/pocillo 

de PBS a 37ºC, para eliminar las células no adheridas. Esto debe hacerse con extremo 

cuidado y muy despacio, para evitar que con la punta de la micropipeta se rompa el tapiz y 

se desprendan fragmentos que nos darían lugar a resultados erróneos por esta causa. Para 

revelar el ensayo, se tiñen los pocillos con 1 gota de cristal violeta al 0,2% en etanol 2% y 

formol 4%, durante 30 min. Para eliminar el exceso de colorante, se lava la microplaca con 

cuidado con agua del grifo y dejar escurrir toda la noche boca abajo sobre un papel de 

filtro. Para cuantificar el resultado, se lisa las células añadiendo a cada pocillo 100 l de 

etanol 100%. Por último, se lleva la microplaca al espectrofotómetro (BIO-TEK 

INSTRUMENTS, INC ELx800) y se mide a 540 nm. 
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Figura 6. Ensayo de adhesión celular “in situ”. Histogramas de adhesión celular “in 

situ” de las líneas de melanoma B16F1, B16F10 y de la línea de fibroblastos L929 a 

MATRIGEL durante 1 o 2 horas de cultivo. 
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2.5. Determinación de moléculas de superficie: CD44, ICAM-1, RIL-2, 

RIL-2 y VLA-4 

 

2.5.1. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta 

 

 Para realizar el inmunoensayo se emplean células del melanoma murino B16F1 o 

B16F10 control y además, otras que han recibido tratamientos con IL-2, IL-6, CsA, TNF-

. Este tratamiento previo se puede hacer bien en macroplacas de 24 pocillos, o bien en 

frascos de cultivo de 25 cm3. En ambos casos, se siembran las células y se dejan incubar 

en la estufa un tiempo para que se adhieran. Tras lo cual (2-4 h), se retira un volumen de 

medio, que es equivalente al volumen que vamos a añadir conteniendo los tratamientos. Se 

vuelven a dejar incubar en la estufa el tiempo que dure el tratamiento (24, 48 o 72 h.). Hay 

que tener en cuenta que, por cada muestra se necesitan para realizar el inmunoensayo 2,5 

x 105 céls y que cada muestra se compone de un positivo por cada uno de los anticuerpos 

que se testan y de su correspondiente negativo. Antes de empezar con el inmunoensayo se 

puede recoger los sobrenadantes de los cultivos que se centrifugan 10 min a 2.500 rpm a 

4ºC y se almacenan en tubos tipo Eppendorf a -20ºC para otros estudios. 

 

 Los tapices de células confluentes en fase de crecimiento exponencial obtenidos se 

disgregan con PBS-EDTA de la forma habitual. Las células así obtenidas se centrifugan y 

se resuspenden en PBS-BSA (0,5%). Las células resuspendidas, se cuentan usando la 

tinción del azul tripán. Del número total de células obtenidas, se dispensan las células a la 

concentración adecuada (2,5 x 105 céls) en tantos tubos de vidrio de fondo cónico de 10 

ml, como sea necesario para incluir en el inmunoensayo el número de muestras requerido 

(un tubo positivo y uno negativo por cada variable en estudio). Los tubos se centrifugan 5 

min a 1.500 rpm a 4ºC y se deja las pastillas secas. A partir de ahora, los tubos se 

mantienen en hielo picado y además, la centrifuga permanecerá cerrada para mantenerse a 

4ºC. 

 

 Mientras se está haciendo los lavados de las células, se preparan las diluciones de 

los anticuerpos: CD44 (1 : 20), ICAM-1, RIL-2, RIL-2 y VLA-4 (1 : 10). Es necesario 

disponer de 50 l de cada anticuerpo para cada tubo de muestra positivo. Tras el lavado, 

se procede a la incubación con el primer anticuerpo. Para ello, se añaden 50 l del 

anticuerpo a cada pastilla celular de los tubos positivos, que se resuspenden muy 

suavemente y se dejan incubar durante 30 min. a 4ºC. Al mismo tiempo, se añaden 50 l 

de PBS-BSA a los tubos negativos. Transcurrido el tiempo de incubación, se hacen 2 

lavados a todos los tubos, añadiendo 1 ml de PBS-BSA, a 1.500 rpm a 4ºC durante 5 min. 
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Mientras se hacen los lavados se prepara el 2º anticuerpo. Se preparan 50 l/muestra, (1 : 

30) en PBS-BSA, se protege el tubo tipo Eppendorf de la luz con papel de aluminio. 

 

 Tras el último lavado, se procede a la incubación con el 2º anticuerpo (Ig G-FITC). 

Se añaden 50 l del anticuerpo a todos los tubos, que se resuspenden muy suavemente y 

se incuba durante 30 min a 4ºC en oscuridad (se tapa con papel de aluminio). Tras finalizar 

el tiempo de incubación, se hacen 3 lavados de todos los tubos con 1 ml de PBS-BSA, a 

1.500 rpm a 4ºC durante 5 min. Tras el último lavado, se hace la fijación resuspendiendo 

cada muestra en 500 l de formol al 1% en tubos tipo Eppendorf. Se guardan a 4ºC, 

rotulados y cubiertos con papel de aluminio hasta que se lleven al citómetro de flujo. Para 

analizar las muestras en dicho equipo, el contenido de cada tubo tipo Eppendorf se 

depositó en un tubo EPICS (Disposable Test Tubes PS 12 mm diameter) (AFORA) que se 

agitaran de nuevo muy bien para evitar la presencia de acúmulos o grumos indeseados. 

Por último, se pasaron todas las muestras por el citómetro de flujo. 

 

2.5.2. Análisis mediante citometría de flujo 

 

Las muestras se analizaron en un citómetro de flujo EPICS ELITE ESP (Coulter 

Electronics Inc.) provisto de un cañón laser INNOVA COHERENT de Argón, ajustado a 

250 mW y 488 nm. De cada muestra se tomaron datos de un total de 10.000 células. Los 

resultados se analizaron mediante el paquete informático Win MDI 2.8 (Scripps Research 

Institute). La fluorescencia verde emitida por FITC se recogió a 525 nm. La señal fue 

objeto de amplificación logarítmica para poder ser procesada correctamente y se ajustaron 

las “ventanas” de análisis para discriminar células muertas o artefactos. 

 

Los parámetros que se escogieron para todas las muestras son FALS (Forward 

Angle Light Scatter) para determinar el índice de tamaño celular y la intensidad de 

fluorescencia verde, tanto en escala lineal como logarítmica e ISS (Integrated Side 

Scatter) para la dispersión lateral. Los resultados se expresan como intensidad de 

fluorescencia en presencia del anticuerpo menos la intensidad en su ausencia (fluorescencia 

inespecífica). 

 

Los resultados obtenidos del paquete informático Win MDI 2.8 se expresan como 

porcentaje de positividad celular, que se determina fijando el valor mínimo por encima de 

la fluorescencia inespecífica. 
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2.5.3. Microscopía de inmunofluorescencia 

 

 Para llevar a cabo el ensayo de inmunofluorescencia las células se cultivan en 

cámaras de cultivos celulares asociadas a portaobjetos (portaobjetos provistos de 

camarillas desechables (Tissue Culture Chambers Slide, Nunc) (Figura 5). En este caso, se 

siembran células B16 o L929 a una concentración de 2 x 104 cél/pocillo en un volumen de 

500 l de medio de cultivo suplementados con 10% SBF. Seguidamente, se deja incubar 

en la estufa los portaobjetos 24 h para obtener tapices celulares confluentes. 

 

Para comenzar el inmunoensayo con las células obtenidas, se lava los cultivos 2 

veces con 500 l de PBS templado y se fija las células en etanol 70%, a -20ºC durante 30 

min. A continuación, se retira el fijador lavando tres veces con 1 ml/pocillo de PBS y se 

procede a la incubación con el anticuerpo; VLA-4 (1 : 10) o CD44 (1 : 20) preparados en 

PBS 0,5% BSA-0,1% azida sódica, en un volumen de 200 l/pocillo y se incuba 1 hora a 

temperatura ambiente. Tras la incubación, se retira el exceso de anticuerpo lavando los 

pocillos 3 veces con 1 ml de PBS-BSA-0,5%-0,1% azida sódica. 

 

Por último, se desmonta la carcasa de las camarillas con ayuda de un punzón. Se 

deja secar el portaobjetos y se hace el montaje para microscopía añadiendo medio de 

montaje (Fluomount-G). Tras lo cual, se coloca un cubre bien limpio sobre el 

portaobjetos, que se sella añadiendo en los extremos unas gotas de esmalte de uñas. A 

continuación, se estudian al microscopio de fluorescencia Leica (LEITZ DMRB). 
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2.6. Capacidad clonogénica: formación de colonias 

 

 La formación de colonias, se basa en la siembra de células a diluciones límite y la 

formación de colonias a partir de una sola célula. Se realiza utilizando las células de 

frascos de cultivo en crecimiento exponencial o de frascos de cultivo con pretratamientos 

realizados como se describe en el apdo. 2.7. de Materiales y Métodos. Es muy importante 

que el tapiz se disgregue muy bien, para obtener células aisladas y evitar la formación de 

grumos de células. 

 

 En una primera aproximación, se sembró el mismo número de células B16F1 y 

B16F10 en placas Petri (Nunc) y se dejaron crecer en la estufa durante 1 semana. Para 

cuantificar el número de colonias generadas, se realizó una tinción violeta 0,2% en etanol 

2% y formol 4%. En la Figura 7 se observa que este sistema no resultó viable, debido a 

que las células B16F10 (Figura 7A) proliferan a mayor velocidad que las células B16F1 

(Figura 7B) y las colonias confluyen, imposibilitando la cuantificación del número de 

colonias e impidiendo la realización de estudios simultáneos de capacidad de formación de 

colonias en las células del melanoma B16F1 y B16F10. A continuación, se intentó emplear 

otros tipos de recipientes de cultivo. Se eligió utilizar microplacas de 96 pocillos (Falcon) 

y macroplacas de 24 pocillos (Falcon). Se sembró células B16F10 y se realizó el ensayo de 

formación de colonias. En la Figura 7C se observa que las dimensiones de las microplacas 

de 96 pocillos no son adecuadas para realizar este ensayo. Por ello, se decidió utilizar 

macroplacas de 24 pocillos de fondo plano (Falcon) en todos los ensayos de formación de 

colonias (Figura 7D). 

 

 Una vez elegido el recipiente de cultivo adecuado, se realizó el ensayo utilizando 

tapices celulares confluentes de células en fase de crecimiento exponencial. Para disgregar 

las células se emplea PBS-EDTA o EDTA-Tripsina (según se trate de la línea celular B16 

o L929 respectivamente) que se incuba 5 min en la estufa. A continuación, las células se 

resuspenden en medio y se centrifugan 5 min a 1.500 rpm a 4ºC. La pastilla celular 

obtenida se resuspende de nuevo en medio y se cuentan las células empleando azul Tripán. 

Para sembrar la macroplaca de 24 pocillos se necesita una concentración de 1 x 106 células 

y con una alícuota de esta concentración, se prepara una solución celular de una 

concentración intermedia y a partir de ésta, se prepara la solución celular definitiva con 

DMEM suplementado con SBF y se agita mucho. Es muy importante agitar muy bien 

todas las soluciones celulares que se realicen, para que las células queden individualizadas 

y distribuidas lo más homogéneamente posible. 
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 A continuación, se siembran las células en una macroplaca de 24 pocillos en un 

volumen de 1 ml (100 células B16F10 por pocillo o 200 células B16F1 por pocillo). Una 

vez sembrada la macroplaca se agita toda ella con cuidado sobre una superficie lisa y se 

incuba 7 días en la estufa en las condiciones habituales. Para realizar tratamientos con 

TNF- y C2-ceramida, a las 4-6 h de sembrar la macroplaca, se retira el volumen de medio 

equivalente, al volumen que va a contener el TNF- en las diluciones siguientes: 1 x 105, 

1 x 104, 1 x 103 pg/ml o la ceramida (C2): 50, 40, 25, 10, 5 M. Se añaden los 

tratamientos y se agita sobre una superficie plana. Por último, se deja incubar las placas 

una semana en la estufa. 

 

 Para finalizar el ensayo, se tiñen las colonias que han crecido para lo cual se lavan 

los pocillos 2 veces con PBS templado y se retira el contenido de los mismos de un golpe 

seco de muñeca. La macroplaca se deja secar un poco sobre un papel de filtro, tras lo cual 

se añade a cada pocillo 4 gotas de cristal violeta 0,2% en etanol 2% y formol 4% y se deja 

teñir a temperatura ambiente 15 minutos. Para lavar se decanta la macroplaca de un golpe 

seco y se elimina el exceso de colorante, lavando con agua del grifo con cuidado. Luego, 

se deja secar la macroplaca toda la noche boca abajo sobre un papel de filtro. Por último, 

se cuantifican las colonias que hay en todos los pocillos (Figura 7E). Para ello, se cuentan 

las colonias que presentan un número de células mayor que 50 utilizando un microscopio 

invertido (ZEISS Axiovert 25) (Figura 7F). 
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A      B 
 

  
 

C      D 
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Figura 7. Ensayo de capacidad clonogénica en distintos recipientes de cultivo. 

(A) Colonias de células del melanoma B16F10 en placas Petri. (B) Colonias de células del 

melanoma B16F1 en placas Petri. (C) Colonias de células del melanoma B16F10 en 

microplacas de 96 pocillos. (D) Colonias de células del melanoma B16F10 en macroplacas 

de 24 pocillos. (E) Placa de 24 pocillos de un ensayo de formación de colonias con células 

B16F10. (F) Detalle de una colonia 40x. Imagen obtenida mediante un microscopio 

invertido ZEISS Axiovert 25. Las colonias se visualizaron con una tinción de cristal 

violeta. 
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2.7. Estudio de la actividad proliferativa celular: ensayo de XTT 

 

 Para analizar la capacidad de proliferación se siembra una microplaca de 96 

pocillos con células del melanoma B16F1 o células B16F10 en fase de crecimiento 

exponencial, o con células que proceden de pretratamientos. En este caso, previamente se 

cultivan células B16F1 o B16F10 en crecimiento exponencial en frascos de cultivo de 25 

cm3, con DMEM y 10% de SBF como medio de cultivo. A las 4 h se retira el medio y se 

sustituye por medio nuevo que contiene uno de los tratamientos IL-2 (500 U/ml) o IL-6 

(1.000 U/ml). Se dejan incubar los frascos en la estufa 24 h si el tratamiento se hace con 

IL-2 y 48 h si el tratamiento se realiza para la IL-6, que son los tiempos en los que 

experimentalmente se ha observado un claro efecto de estos factores. 

 

 Para realizar una proliferación de entre 1-5 días, en ambas sublíneas celulares, el 

número de células a sembrar oscila entre 1 x 103 - 2 x 104 céls/pocillo en un volumen de 

100 l de medio, suplementado con SBF al 1% y al 10% para la otra solución celular. A 

las 4 h de la siembra, se trata la placa con TNF- a varias concentraciones (5 x 105 pg/ml, 

5 x 104 pg/ml, 5 x 103 pg/ml) o con C2-ceramida: 50, 40, 25, 10, 5 M, en un volumen de 

100 l, que en todos los casos están preparados con DMEM al 1% de SBF. En los 

pocillos control se añade 100 l de DMEM al 1% de SBF. Para evitar la evaporación de la 

placa durante la incubación en la estufa, se añade a todos los pocillos del borde de la placa 

200 l de medio. Se deja incubar la placa en la estufa el tiempo de tratamiento (1-5 días). 

 

 Por último, se revela la placa. Para ello, se retira 50 l de todos los pocillos y se 

añade en todos los pocillos 50 l de solución de XTT, preparada mezclando los reactivos 

A (reactivo XTT) y B (reactivo de acoplamiento electrónico) del Kit comercial de XTT 

justo antes de añadirse. El método se basa en el cambio o transformación de la sal 

tetrazolium XTT (de color amarillo) a formazan (de color naranja) ligada a la actividad 

mitocondrial de las células vivas. Fruto de ésta reacción se obtiene un color naranja 

intenso que nos cuantifica el espectrofotómetro. Para ello, se incuba la placa con el XTT 

durante 4 h en la estufa. Finalizado el tiempo de la incubación, se mide la absorbancia a 

490 nm y a 620 nm en el espectrofotómetro (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC ELx800). 



Materiales y Métodos 

 

75 

 

2.8. Ciclo celular: marcaje con ioduro de propidio 

 

 Para llevar a cabo el estudio del ciclo celular, las células cultivadas en estado de 

confluencia se disgregan con PBS-EDTA o con EDTA-Tripsina según la línea celular, tras 

ello se centrifugan y se cuentan usando la tinción del Azul Tripán. Es importante que las 

células queden bien disgregadas sin formar grumos. Se separa 1 x 106 células y se lavan en 

5 ml de PBS, 5 min, 1.500 rpm a 4ºC. A continuación, se permeabilizan las membranas. 

Para ello, se retira el medio y sin resuspender se agita en el vortex la pastilla celular 

durante 10 segundos. A continuación, se sigue agitando a la vez que se va añadiendo 1 ml 

de etanol 70% frío (-20ºC) gota a gota. Tras hacer esto, se debe mantener las muestras a 

4ºC en oscuridad hasta que las células se tiñan. Es recomendable un tiempo mínimo de 

fijación de 24 h. 

 

 Transcurrido el periodo de fijación, para realizar la tinción se agitan las células en 

etanol en el vortex y se centrifugan a 3.000 rpm, 5 min a 4ºC. Seguidamente, se retira el 

etanol y se vuelve a agitar en el vortex. Al finalizar la agitación, se hace el marcaje de las 

muestras con ioduro de propidio (IP). La tinción consiste en añadir a cada muestra 1 ml de 

PBS conteniendo 100 U de RNasa y 50 g de ioduro de propidio. Las células así teñidas 

se incuban durante 24 h como mínimo, manteniendo las muestras a 4ºC y protegidas de la 

luz hasta el momento de su análisis en el citómetro de flujo. Para realizar la medida, las 

muestras se colocan en tubos EPICS (Disposable Test Tubes PS 12 mm diameter) 

(AFORA) que se agitaran de nuevo muy bien para evitar la presencia de acúmulos o 

grumos indeseados. Por último, se pasaron todas las muestras por el citómetro de flujo. 

 

2.8.1. Análisis mediante citometría de flujo 

 

Las muestras se analizaron en un citómetro de flujo EPICS ELITE ESP (Coulter 

Electronics Inc.) provisto de un cañón laser INNOVA COHERENT de Argón, ajustado a 

250 mW y 488 nm. De cada muestra se tomaron datos de un total de 10.000 células. Los 

resultados se analizaron mediante el paquete informático Win MDI 2.8 (Scripps Research 

Institute) (Figura 8). La fluorescencia roja emitida por ioduro de propidio se recogió a una 

señal de >600 nm, en escala lineal (IRFL) que es proporcional a la cantidad de DNA. Para 

poder ser procesadas correctamente se ajustó las “ventanas” de análisis para discriminar 

células muertas o artefactos. 
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 Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje de positividad celular, que 

se determina fijando el valor mínimo por encima de la fluorescencia inespecífica. 

Como ejemplo, en la Tabla 2 se recogen los porcentajes de células que se encuentran en 

cada fase del ciclo celular. 

 

Tabla 2. Ciclo celular de las células del melanoma B16. 

 

Tipo células  Tiempo de cultivo   Ciclo celular 

                                                                  Apoptosis          G0-G1          S          G2-M 

 

B16F1  4 días 0,6 70 16 12 

(10% SBF) 5 días 2 90 3 5 

 

B16F10  3 días 0,6 62 21 15 

(10% SBF) 4 días 0,8 74 10 14 

  5 días 1,4 81 8,4 8,1 

 

B16F10  3 días 6 66 18 8 

(1% SBF) 4 días 3 62 19 14 

  5 días 2 69 14 12 

 

 

Las células del melanoma B16 se cultivaron al 1% SBF y 10% de SBF. Se fijaron en etanol y se 

realizó la tinción con ioduro de propidio. La cuantificación se determinó mediante análisis por 

citometría de flujo. Los resultados se expresan como porcentaje de células que se encontrarían en 

cada fase del ciclo celular. 
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Figura 8. Citometría de flujo de células del melanoma B16F10 marcadas con ioduro 

de propidio (IP). 

(A) Histograma biparamétrico de contornos de nivel. (B) Histograma biparamétrico de 

nube de puntos. (C) Histograma monoparamétrico de intensidad de fluorescencia en 

escala logarítmica. Las imágenes se obtuvieron mediante análisis de los datos con el 

paquete informático Win MDI 2.8 (Scripps Research Institute) y digitalización a tamaño 

real mediante un escáner. 
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2.9. Producción de IL-2: ensayo biológico con las células CTLL-2 

 

 El ensayo biológico se utiliza habitualmente para cuantificar la IL-2 activa, 

presente en un sobrenadante obtenido a partir de un cultivo celular. Se basa en la 

dependencia exclusiva de la presencia de IL-2, que presentan ciertas líneas tumorales de 

linfocitos T citotóxicos (CTLL-2) (Figura 9A) para su proliferación (Gillis y cols., 1977). 

Estas células tienen como requisito imprescindible para su mantenimiento un aporte 

exógeno de IL-2 al medio de cultivo. La carencia de este factor determina la muerte de 

todas las células del cultivo en un período de 24 h. Además, hasta llegar a un cierto umbral 

de concentración, la tasa de proliferación celular es proporcional a la cantidad de IL-2 

presente en el medio. 

 

Previamente a realizar el ensayo biológico con las células CTLL-2, se prepara la 

recta patrón de producción de IL-2. Para ello, se preparan una serie de pocillos con 

concentraciones conocidas de rhIL-2 y sin rhIL-2. Por triplicado, se añade a cada pocillo 

100 l de DMEN-10% SBF con 25/ 12,5/ 6,2/ 3,1/ 1,5/ 0,75/0,3/ 0 U/ml de rhIL-2. Se 

deja un par de pocillos como blanco, añadiendo a cada uno 100 l de DMEN al 10% de 

SBF + 100 l de RPMI 10% SBF, Glutamina 2mM, 2-mercaptoetanol (5x10
5
 M). Con el 

blanco se elimina la inespecificidad del medio de cultivo sin células. Con los valores 

obtenidos, se construye la recta patrón de producción de IL-2 (Figura 9B). 

 

Para realizar el ensayo biológico, se disgrega un cultivo de células B16 (células 

diana) con EDTA del modo habitual, se centrifugar las células en DMEM y se resuspende 

la pastilla celular en 1 ml de medio RPMI-1640 (suplementado con HEPES, Glutamina y 

2-ME). Se cuentan las células y se ajusta la concentración celular. Se debe preparar tantas 

soluciones celulares, como número de variables distintas se posea. En este caso 2: células 

control y células tratadas con TNF- (5 x 104 pg/ml). Se siembra una microplaca de 96 

pocillos con 5 x 103 cél/poc en medio RPMI, suplementado con SBF y se deja incubar en 

la estufa 24 h. 

 

 Se debe sembrar una microplaca de 96 pocillos para cada tiempo que se vaya a 

testar (4, 24, 48 h). Al día siguiente, se lava 3 veces con RPMI un cultivo de células 

CTLL-2 que se han disgregado y centrifugado a 1.500 rpm, durante 5 min, 4ºC. La 

pastilla celular obtenida, se resuspende en medio de cultivo RPMI suplementado con SBF. 

Se preparan las diluciones celulares de células CTLL-2 (células efectoras) siguientes 50 : 

1, 25 : 1, 10 : 1 con respecto a las células diana. Tras preparar todas las diluciones 
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celulares que cubran todas las proporciones anteriores, se procede a la siembra como 

sigue: se retira 50 l de medio a todos los pocillos empleando una micropipeta múltiple. 

Seguidamente, se añaden las células CTLL-2 en 100l/poc. de medio RPMI a los pocillos 

correspondientes. Por último, se añade la IL-2 a una concentración de 100 U/ml (20 

U/poc.) o 50 l de medio y se deja incubar la microplaca a los tiempos determinados. 

 

 Para revelar el ensayo, se realiza una tinción con cristal violeta. Para ello, se lava la 

microplaca de 96 pocillos con PBS templado 2 veces. Se vuelca de un golpe seco de 

muñeca y se deja secar un poco sobre un papel de filtro. Una vez seca, se añade a cada 

pocillo con una pipeta Pasteur de plástico, 4 gotas de cristal violeta 0,2% en etanol 2% y 

formol 4% y se deja teñir a temperatura ambiente 15 minutos. Para lavar, se decanta la 

microplaca de un golpe seco y se elimina el exceso de colorante, lavando con agua del 

grifo con cuidado. Luego, se deja secar la microplaca toda la noche boca abajo sobre un 

papel de filtro. Al día siguiente, para realizar la medida en el espectrofotómetro, se 

solubiliza la placa añadiendo a cada pocillo 100 l de etanol 100%. A continuación, se 

efectúa la lectura en el espectofotómetro a 540 nm (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC 

ELx800). Para cuantificar, se comparan los datos de absorbancia con la recta patrón de 

producción de IL-2. 
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Figura 9. Bioensayo para la determinación de IL-2. 

(A) Cultivo de células CTLL-2. (B) Curva patrón de la producción de IL-2. Imagen 

obtenida mediante un microscopio invertido ZEISS Axiovert 25. 
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2.10. Producción de IL-6: inmunoensayo enzimático (kit comercial de la 

IL-6) 

 

 Para realizar el inmunoensayo se parte de una muestra amplia de sobrenadantes, 

los cuales, proceden de líneas celulares distintas que han sido sometidas a tratamientos 

diversos y a condiciones de cultivo diferentes (apdo. 2.11.1). El objetivo de este 

inmunoensayo enzimático es detectar si alguna de estas muestras es capaz por sí misma, o 

inducida por algún factor de provocar la síntesis de IL-6 en líneas que previamente 

carecían de esta capacidad. 

 

 En primer lugar, se procede a descongelar los sobrenadantes, se rotulan y se 

ordenan convenientemente. Seguidamente, se prepara el Standard y las diluciones. En la 

microplaca que contiene el Kit (Figura 10A) se montan las tiras de pocillos necesarias para 

alojar el número de muestras que se desea testar. A continuación, se añade 50 l de Assay 

Diluent a todos los pocillos. Tras esto, se añade 50 l del sobrenadante en los pocillos 

correspondientes (por duplicado) y 50 l de la dilución correspondiente de IL-6 

preparadas en el Standard. Todo este proceso previo viene a durar aproximadamente 1 h 

30 min. 

 

 Una vez finalizada la fase previa, se incuba 2 h. a temperatura ambiente, 

protegiendo la microplaca con un film para evitar la evaporación. A continuación se retira 

100 l de medio de todos los pocillos y se lavan 5 veces con 380 l/pocillo con tampón de 

lavado. El tampón de lavado se prepara con 25 ml de solución comercial y 600 ml de agua 

destilada. Mientras se hacen los lavados, se prepara el conjugado añadiendo 11 ml diluido 

más 0,5 ml de conjugado. Tras los lavados, se añade 100 l de conjugado a todos los 

pocillos y se deja incubar la placa 2 horas protegida de nuevo con un film, para evitar la 

evaporación. 

 

 Tras la incubación, se vuelve a hacer 5 lavados con tampón de lavado (380 

l/pocillo) del mismo modo que los anteriores. Mientras se hacen los lavados, se prepara 

el sustrato mezclando 5 ml de solución A y 5 ml de solución B. Una vez preparado, se 

añade 100 l de sustrato a los pocillos y se deja incubar 30 min. Para finalizar la reacción, 

se añade 100 l de solución Stop (ácido sulfúrico) a todos los pocillos. La lectura de la 

microplaca se realiza en el espectrofotómetro (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC ELx800) 

a 450 nm de longitud de onda. Antes de esto, ya podemos determinar “de visu” el 

resultado del test. Así, los pocillos que presenten un color azul claro, son los positivos del 

test. Los demás pocillos exhiben un color amarillo, son los negativos del test de la IL-6. 
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La cuantificación de los datos, se hace por comparación con la curva de producción de IL-

6 (Figura 10B). 
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Figura 10. Inmunoensayo enzimático para la determinación de IL-6. 

(A) Kit comercial de IL-6. (B) Curva patrón de la producción de IL-6. 
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2.11. Producción de TNF- 

 

2.11.1. Obtención de sobrenadantes 

 

 Para llevar a cabo el estudio de la producción de dicha citocina, se cultivan las 

células del modo habitual, en medio: DMEM, suplementado con SBF para las células del 

melanoma murino B16 y con DMEM-Penicilina, suplementado con SBF para la línea de 

fibroblastos L929 (Figura 11A). Las células pueden así mismo provenir de tratamientos 

con diversos factores (IL-2, IL-6, CsA, TNF-, etc.) a diversos tiempos de exposición al 

tratamiento, pero también de otras experiencias, como deprivaciones de SBF o cultivos 

sobrecrecidos entre otras. 

 

 Para la obtención de los sobrenadantes (SB) se debe recoger de los frascos de 

cultivo o de las macroplacas, el medio que contienen y seguidamente se procede a 

centrifugarlo a 2.500 rpm, 10 min, a 4ºC. Una vez centrifugados se recoge la fracción 

líquida en tubos tipo Eppendorf rotulados a razón de 1 ml/vial y tantos viales como se 

desee para cada muestra. Los viales se almacenan a -20ºC, hasta que se utilicen. 

 

2.11.2. Determinación del contenido en TNF-: Bioensayo con células L929 

 

 Para llevar a cabo el bioensayo, en una microplaca de 96 pocillos se cultivan 

fibroblastos L929 en 100 l de DMEM suplementados con 10% de SBF. Se siembra 

40.000 cél/pocillo y se dejan incubando hasta el día siguiente para que alcancen la 

confluencia. Una vez alcanzada la monocapa homogénea en todos los pocillos, se añade a 

todos los pocillos la actinomicina-D a una dilución de entre 1-8 g/ml, se suele hacer cada 

muestra por duplicado y se añaden los sobrenadantes que se desea testar. Se dejan varios 

pocillos controles. Unos sólo llevan actinomicina-D y células (control -) y en otros se 

añade TNF- a varias concentraciones (control +). Tras esto se incuba la placa 24 h en la 

estufa a 37ºC y con 5% de CO2 en atmósfera húmeda. 

 

 Al día siguiente de la siembra, se observa la microplaca con un microscopio 

invertido. Luego, se lava dos veces con PBS templado, se vuelca de un golpe y se deja 

secar. Para finalizar, se tiñen todos los pocillos con Cristal Violeta al 0,2% en etanol 2% y 

formol 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el exceso de 

colorante, se lava con cuidado con agua del grifo. Tras el lavado, se vuelca la placa de un 

sólo golpe de muñeca, tras lo cual se deja escurrir toda la noche boca abajo sobre un papel 
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de filtro (Figura 11B). Para realizar la medida en el espectrofotómetro, se solubiliza la 

placa añadiendo a cada pocillo 100 l de etanol 100%. A continuación, se efectúa la 

lectura en el espectofotómetro a 595 nm (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC ELx800) y se 

compara con la curva patrón de producción de TNF- realizada previamente con las 

células L929. 

 

A 

 

B 

 

 

 

 

Figura 11. Bioensayo para la determinación de TNF-. 

(A) Cultivo de fibroblastos L929. (B) Placa de 96 pocillos con células B16F10 de un 

ensayo de producción de TNF-. Imagen obtenida mediante tinción de cristal violeta con 

un microscopio invertido ZEISS Axiovert 25. 
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2.12. Determinación de niveles de expresión de p21WAF1/CIP1 mediante 

inmunoensayo 

 

 El inmunoensayo se inicia con 1 x 106 de células de melanoma murino B16 o L929 

que pueden estar fijadas en formol-tritón previamente (o en etanol), pero es mejor hacer la 

fijación el día que se hace el inmunoensayo. Por cada muestra necesito disponer de un 

positivo y de un negativo. En primer lugar, se procede a fijar las células que no lo estén. 

Para ello, se mantienen en formol al 4%, 15 min, a temperatura ambiente. Tras la fijación, 

se lavan 3 veces en PBS a 2000 rpm, 5 min, 4ºC. En el último lavado, se pasa las células 

desde el tubo cónico roscado de 50 ml de polipropileno (Falcon) a tubos de vidrio de 

fondo cónico de 10 ml, uno para el positivo y otro para el negativo para cada una de las 

muestras (a razón de 5 x 105 cél/muestra). 

 

 A continuación, se añade 0,5 ml de tritón X-100 al 0,1%, 5 min a temperatura 

ambiente. El tritón X-100 es un detergente que se emplea para permeabilizar las células. 

Posteriormente, se hacen 2 lavados con PBS a todas las muestras, incluidas ya las que 

estaban prefijadas; el último lavado se hace en PBS-BSA. Tras los lavados, se añade el 

p21WAF1/CIP1: 40 g/ml (2 g/muestra), por lo cual se añade a cada tubo positivo 50 l de 

solución de p21WAF1/CIP1 y 50 l de PBS-BSA a los negativos. Tras hacer esto, los tubos 

se incuban 2 h en oscuridad. 

 

 Finalizada la fase de incubación, los tubos se lavan 2 veces con PBS-BSA. Tras la 

fase de lavado, se hace la incubación con el 2º anticuerpo añadiendo a todas las muestras 

50 l de Ig G-FITC (1 : 30) en PBS-BSA, durante 30 min a temperatura ambiente, pero 

protegidos de la luz. Una vez concluida la incubación, se lavan los tubos 3 veces con PBS-

BSA. Tras ello, se depositan todas las muestras en tubos EPICS rotulados (Disposable 

Test Tubes PS 12 mm diameter (AFORA) con 500 l de PBS y se llevan al citómetro de 

flujo EPICS ELITE ESP (Coulter Electronics Inc.) protegiendo las muestras de la luz. Es 

sumamente importante, agitar muy bien todas las muestras para evitar la presencia de 

acúmulos o grumos indeseados. Los resultados se analizan mediante el paquete 

informático Win MDI 2.8 (Scripps Research Institute) de modo análogo al apdo. de 

Materiales y Métodos 2.5.2. (Figura 12). 

.
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Figura 12. Citometría de flujo de células del melanoma B16F10 marcadas con 

p21WAF1/CIP1. (A) Histograma biparamétrico de contornos de nivel. (B) Histograma 

biparamétrico de nube de puntos. (C) Histograma monoparamétrico de intensidad de 

fluorescencia en escala logarítmica. Las imágenes se obtuvieron mediante análisis de los 

datos con el paquete informático Win MDI 2.8 (Scripps Research Institute) y 

digitalización a tamaño real mediante un escáner. 
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1. Estudio del efecto de la IL-2 y de la IL-6 en las células 

del melanoma B16 
 

Continuar con el estudio del efecto de las citocinas IL-2 e IL-6 sobre las células del 

melanoma B16 nos pareció interesante, debido a que el tratamiento con ambas citocinas 

induce un incremento de la capacidad metastática in vivo de las células B16F10. Para 

intentar profundizar en los mecanismos que subyacen a este efecto, se analizó la actividad 

de las células del melanoma B16 tratadas con la IL-2 y con la IL-6 y además, si las células 

del melanoma B16 eran capaces de producir dichas citocinas. 

 

 

1.1. Determinación de la capacidad de invasión de las células del 

melanoma B16 tratadas con IL-2 e IL-6 

 

 El estudio de la capacidad invasiva de las células del melanoma murino B16 se 

realizó mediante un ensayo estándar de invasión utilizando matrices artificiales de 

matrigel, que es uno de los modelos más habituales para testar in vitro la capacidad de 

invasión (Ghajar y cols., 2007). A modo de ilustración, en la Figura 13A se observan 

células del melanoma B16 teñidas con Giemsa, que han sido capaces de invadir la capa de 

MATRIGEL y han atravesado los insertos de 8 m de diámetro de poro (círculos de la 

imagen). Además, se observa con claridad el núcleo y la morfología elongada de las 

células que están en movimiento. Dicha morfología se corresponde con un movimiento 

invasivo de tipo mesenquimal (Yilmaz y Christofori, 2010). Por el contrario, en la Figura 

13B se observan células del melanoma B16 que exhiben la morfología y la vesiculación 

típica de movimiento invasivo de tipo ameboide (Sahai y Marshall, 2003; Pinner y Sahai, 

2008). Ambos tipos de imágenes se obtuvieron simultáneamente tanto para las células 

B16F1 como B16F10 (Figuras 13C y 13D). Cabe destacar que en la línea celular B16F1, 

predominan mucho más las imágenes de movimiento de tipo ameboide. 

 

 A continuación, se analizó el efecto del tratamiento con IL-2 e IL-6 sobre la 

capacidad invasiva de las células del melanoma B16. Para ello, se trataron las células 

B16F1 y B16F10 con 500 U/ml de IL-2 durante 24 h y 200 U/ml de IL-6 durante 48 h. 

Posteriormente, se realizó el ensayo de invasión y los resultados obtenidos fueron los 

siguientes. El tratamiento con IL-2 e IL-6 disminuye de modo significativo la capacidad de 

invasión de las células del melanoma B16 (Figura 14). Este efecto se observa tanto en las 

células del melanoma B16F1, como en las células del melanoma B16F10, siendo el 

tratamiento con la IL-6 el que induce una inhibición mayor en ambas líneas celulares. 
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Las células del melanoma B16 durante un ensayo de invasión. 
 

 

A       B 

  
 

C       D 

 

  

 

 

Figura 13. Ensayo de capacidad de invasión de las células del melanoma B16. 

(A) Células B16 con un movimiento invasivo predominantemente de tipo mesenquimal. 

(B) Células B16 con un movimiento invasivo predominantemente de tipo ameboide. 

(C) y (D) Células B16 que exhiben un movimiento invasivo tanto mesenquimático como 

ameboide. Imágenes 200X obtenidas mediante una tinción Giemsa y visualización en un 

microscopio Leica (LEITZ DMRB). 
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IL-2 e IL-6 disminuyen la capacidad de invasión de células del 

melanoma B16. 

 

A      B16F1 

 

B      B16F10 

 

 

Figura 14. Capacidad de invasión de las células del melanoma B16 tratadas con IL-2 

e IL-6. (A) Células B16F1. (B) Células B16F10. Las células se trataron con la IL-2 

durante 24 h. y con la IL-6 durante 48 h. Posteriormente, se realizó el ensayo de 

capacidad de invasión. 
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1.2. Determinación de la capacidad de adhesión “in vitro” de las células 

del melanoma B16 tratadas con IL-2 e IL-6 

 

 Para realizar el estudio de adhesión, se analizó el efecto de la IL-2 y la IL-6 sobre 

la capacidad de adhesión de las células del melanoma murino B16. Para lo cual, se realizó 

el ensayo de adhesión celular en microplacas recubiertas de una capa de MATRIGEL. 

 

 El análisis de la adhesión se llevó a cabo mediante dos tipos de ensayos. Por un 

lado, se realizaron ensayos de adhesión a MATRIGEL “in situ” con los tratamientos de 

IL-2 e IL-6. En este caso, no se observan cambios significativos en la capacidad de 

adhesión de las células del melanoma B16 control y tratadas (Figura 15A). Por otro lado, 

se realizaron tratamientos de las células de melanoma B16 con 500 U/ml de IL-2 durante 

24 h. y con 200 U/ml de IL-6 durante 48 h. Posteriormente, con las células así pretratadas 

se realizó el ensayo de adhesión a MATRIGEL. En este caso, se observa que el 

pretratamiento con IL-2 e IL-6 aumenta ligeramente la capacidad de adhesión de las 

células del melanoma B16 (Figura 15B). Ambos tipos de ensayos se realizaron con las 

células del melanoma B16F1 y con las células B16F10. 
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IL-2 e IL-6 aumentan de modo no significativo la capacidad de adhesión 

de las células del melanoma B16. 

 

A    Adhesión “in situ” 

 

B    Adhesión Pretratamiento 

 

 

Figura 15. Capacidad de adhesión a MATRIGEL de las células del melanoma 

B16F1 y B16F10 tratadas con IL-2 e IL-6. (A) Tratamiento “in situ”. 

(B) Pretratamiento. Las células se trataron con 500 U/ml de IL-2 durante 24 h. y 200 

U/ml de IL-6 durante 48 h. 
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1.3. Estudio de la modulación por IL-2 de los niveles de expresión del 

receptor de la IL-2 (RIL-2, RIL-2) y de ICAM-1 en las células del 

melanoma B16 

 

 Los niveles de expresión de las moléculas de superficie se llevaron a cabo mediante 

ensayos de inmunofluorencencia y la cuantificación de los mismos, mediante análisis por 

citometría de flujo. 

 

Para llevar a cabo este ensayo, se realizó un tratamiento con la IL-2 durante 24 h 

de los cultivos de las células del melanoma B16. En la Figura 16 se muestran los niveles de 

expresión de los receptores de la IL-2: RIL-2, RIL-2 e ICAM-1 en las células CTLL-2 

(control positivo de este ensayo) y en las células del melanoma B16F1. Las células CTLL-

2 expresan las tres moléculas de superficie analizadas, mientras que en las células del 

melanoma B16F1 los niveles de expresión son mucho más bajos. 

 

Además, se analizó el efecto del tratamiento con la IL-2 en las células del 

melanoma B16F1. En el caso del RIL-2, no se observó cambios en los niveles de 

expresión (datos no mostrados). También se analizó los niveles de expresión del receptor 

de la IL-2 (RIL-2) y de ICAM-1 en las células del melanoma B16F1. Se observa un 

pequeño porcentaje de células positivas para ambos antígenos (14% para la ICAM-1 y 8% 

para el RIL-2) en comparación con las células CTLL-2 usadas como control, que 

muestran unos niveles de expresión del 93% para la ICAM-1 y 22% para el RIL-2. 

Además, cuando se trata las células del melanoma B16F1 con IL-2, no se observan 

diferencias significativas respecto al potencial metastático de las células. Así, la expresión 

del RIL-2 se incrementa ligeramente. Sin embargo, no se observan cambios significativos 

en los niveles de expresión de ICAM-1 (Figura 17). En las células B16F10 los resultados 

fueron los siguientes. El RIL-2 aumenta de7,5% en las células B16F10 al 13% en las 

células B16F10 tratadas con IL-2. En el caso de ICAM-1 no se obtuvo resultados (datos 

no mostrados). 
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Niveles de expresión de RIL-2, RIL-2 e ICAM-1. 

 

 

CTLL-2     B16F1 

 

RIL-2 

   

RIL-2 

   

ICAM-1 

   

 

 

Figura 16. Análisis de la expresión de los receptores de la IL-2: RIL-2, RIL-2 e 

ICAM-1 en las células CTLL-2 y en las células del melanoma B16F1. Imágenes 

obtenidas mediante citometría de flujo y digitalización mediante un escáner. 
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El tratamiento con IL-2 induce un ligero incremento en los niveles de 

expresión del receptor de la IL-2 (RIL-2) pero no induce cambios 

significativos de ICAM-1 en las células del melanoma B16F1. 

 

A 

 

B 

 

 

Figura 17. Análisis de la expresión de las moléculas de superficie de las células del 

melanoma B16F1 tratadas con IL-2 y las células CTLL-2. (A) Receptor de la IL-2 

(RIL-2). (B) Receptor de la ICAM-1. Datos obtenidos mediante citometría de flujo. 
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1.4. Estudio de la modulación por IL-6 de los niveles de expresión de 

VLA-4 en las células del melanoma B16 

 

 Los niveles de expresión de las moléculas de superficie se llevaron a cabo mediante 

ensayos de inmunofluorencencia y la cuantificación de los mismos, mediante análisis por 

citometría de flujo. 

 

Se realizó un estudio de los niveles de expresión de dos moléculas implicadas en la 

adhesión en el melanoma B16: VLA-4 cuya expresión ya se había analizado en estudios 

previos (García de Galdeano y cols., 1998). Para llevar a cabo este ensayo, se realizó un 

tratamiento con la IL-6 durante 48 h de los cultivos de las células del melanoma B16. 

 

 Los resultados obtenidos fueron los siguientes, el tratamiento con la IL-6 induce 

un incremento de los niveles de expresión de la molécula de adhesión VLA-4 en las células 

del melanoma B16F1 y B16F10 (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Niveles de expresión de la molécula de adhesión VLA-4 en las células del melanoma 

B16 tratadas con diferentes dosis de IL-6. 

 

IL-6 (U/ml)    B16F1    B16F10 

 

 0   93,90
1
  30,1

2
  99,88  35,2 

 200   98,70  42,2  99,99  49,3 

 2.000   97,70  48,0  99,99  54,6 

 

 

Las células del melanoma B16 se trataron 48 h. con IL-6 y posteriormente, se realizó el ensayo de 

inmunofluorescencia. 

1
 Porcentaje de células positivas para VLA-4. 

2
 La intensidad de fluorescencia se determinó mediante citometría de flujo. 
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1.5. Determinación de la capacidad clonogénica de las células del 

melanoma B16 tratadas con IL-2 e IL-6 

 

 Para realizar este estudio, se mantuvieron en cultivo células del melanoma B16 en 

presencia del factor (IL-2 o IL-6) durante un período de 7 días. El número de colonias 

crecidas se visualizó mediante una tinción con cristal violeta. 

 

 Se estudió el efecto de la IL-2 y la IL-6 sobre la capacidad clonogénica de las 

células del melanoma B16. En la Tabla 4, se recogen los datos del número de colonias 

crecidas con distintas dosis de IL-2 (0, 500 U/ml) durante 24 h. de tratamiento e IL-6 (0, 

200, 2.000 U/ml) durante 48 h. de tratamiento, en las células del melanoma B16F1 y 

B16F10. Los resultados obtenidos muestran que los tratamientos con la IL-2 y la IL-6 no 

inducen diferencias significativas en la capacidad clonogénica de las células del melanoma 

B16. 

 

Tabla 4. Capacidad clonogénica de las células del melanoma B16F1 y B16F10 tratadas con 

IL-2 durante 24 h. y tratadas con IL-6 durante 48 h. 

 

Tratamiento, (U/ml)   B16F1    B16F10 

 

IL-2  0   30 (21-32)
1
   47 (34-61) 

     39 (33-42)
2
   51(40-56) 

  500   24 (18-27)   53 (38-56) 

     28 (22-39)   55 (45-59) 
 

IL-6  0   23 (21-25)
1
   43 (40-47) 

  200   25,3 (23-26)   37 (36-39) 

  2.000   22 (20-25)   36,6 (32-39) 

 

 

1
 Se sembró 200 cél/poc. y se incubaron en la estufa. A los 7 días, se cuantificó el número de 

colonias mediante una tinción de cristal violeta 0,2% en etanol 2%, formol 4%. 

2
 Se trató las células con IL-2 durante 24 h. o IL-6 durante 48 h. Posteriormente, se realizó el 

ensayo de formación de colonias con las células tratadas. 
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1.6. Estudio de la capacidad de producción de IL-2 e IL-6 en las células 

del melanoma B16 

 

Para determinar si las células del melanoma murino B16 son capaces de sintetizar 

la IL-2, se analizó los sobrenadantes de las células B16 mediante un ensayo biológico con 

las células CTLL-2, que necesitan de un aporte exógeno de IL-2 para su supervivencia. 

 

Previamente a realizar el ensayo biológico con las células CTLL-2, se prepara la 

recta patrón de producción de IL-2, como se explica en detalle en el Apdo. de Materiales 

y Métodos 2.9. (Figura 9B). 

 

 Se realizó el bioensayo y se observó que las células del melanoma B16 no 

producen la IL-2. 

 

 Debido al efecto inductor del PMA en las células CTLL-2 (Figura 18). Se intentó 

inducir la producción de IL-2 en las células del melanoma B16. Sin embargo, el 

tratamiento con PMA no induce la producción de IL-2 en las células del melanoma B16F1 

ni en las células B16F10 (Figura 19). 

 

 La determinación de la producción de IL-6 en los sobrenadantes de las células B16 

se realizó mediante un ensayo inmunoenzimático. 

 

 Los histogramas de la Figura 20 corresponden a las dos líneas del melanoma B16 

estudiadas B16F1 y B16F10, que no producen IL-6. Esto se observó, tanto para las 

células cultivadas al 1%, como para las células suplementadas con 10% de SBF y en todos 

los tiempos de cultivo (24, 48, 72 y 96 h) testados. 

 

Además, se intento inducir la producción de IL-6 en las células de melanoma B16 

empleando PMA. Sin embargo, los tratamientos con PMA de 24 y 48 h. no son capaces 

de inducir la producción de IL-6 en las células del melanoma B16F1 y B16F10 (Figura 

21). 
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Efecto del PMA sobre la proliferación de las células CTLL-2. 

 

 

 

 

Figura 18. Capacidad de proliferación de las células CTLL-2 tratadas con PMA. 

Datos obtenidos mediante el bioensayo de las células CTLL-2. 
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PMA no induce la producción de IL-2 en las células del melanoma B16. 

 

A     B16F1 

 

B     B16F10 

 

 

Figura 19. Efecto del PMA en los cultivos de las células del melanoma B16. (A) 

Células B16F1. (B) Células B16F10. Datos obtenidos mediante el bioensayo de las células 

CTLL-2. 
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Las células del melanoma B16 no producen IL-6. 

 

 

 

 

Figura 20. Estudio de la producción de IL-6 en las células del melanoma B16. 

Sobrenadantes de las células del melanoma B16F1 y B16F10. Los datos se obtuvieron 

mediante el bioensayo de citotoxicidad de las células L929. 
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PMA no induce la producción de IL-6 en las células del melanoma B16. 

 

 

 

Figura 21. Curva patrón de la inducción por PMA de la producción de IL-6 en las 

células del melanoma B16F1 y B16F10. Datos obtenidos mediante el bioensayo de 

citotoxicidad de las células L929. 
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1.7. Determinación de la capacidad proliferativa en las células del 

melanoma B16 tratadas con IL-2 e IL-6 

 

 El estudio de proliferación celular consistió en realizar el test colorimétrico del 

XTT, con las células del melanoma B16 tratadas con las citocinas (IL-2 e IL-6) 

 

 Se inició el estudio de la proliferación celular analizando el efecto de la IL-2 y la 

IL-6 en las células del melanoma B16. En las Figuras 22 y 23 se muestran los resultados 

de los ensayos de proliferación durante 24, 48 y 72 h. de células B16F1 y B16F10 tratadas 

con IL-2 (5, 50, 500 y 1.000 U/ml) e IL-6 (200, 1.000, 5.000 U/ml). Se observó que la 

IL-2 y la IL-6 inducen un incremento de la proliferación de las células del melanoma B16. 

En el caso de la IL-2, el tratamiento que indujo un claro efecto fue 500 U/ml en cultivos 

de 24 h. En el caso de la IL-6, el tratamiento más eficaz es 200 U/ml en cultivos de 48 

horas. 

 

Para estudiar el efecto de la actinomicina-D, que es un inhibidor de la síntesis 

proteica sobre las células del melanoma B16, se realizó un estudio de proliferación de 

células en cultivo. Se observó que el tratamiento con actinomicina-D induce una 

disminución de la tasa de proliferación de las células B16 (Figura 24A). Sin embargo, los 

tratamientos con IL-2 e IL-6 revertieron el efecto antiproliferativo de la actinomicina-D 

(Figura 24B). 
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IL-2 no induce incremento de la proliferación de las células del 

melanoma B16. 

 

A     B16F1 

 

B     B16F10 

 

 

Figura 22. Proliferación de las células del melanoma B16 tratadas con IL-2 durante 

24, 48 y 72 h. de cultivo. (A) Células B16F1. (B) Células B16F10. La proliferación 

celular se determinó mediante el ensayo colorimétrico del XTT. 
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IL-6 no induce incremento de la proliferación de las células del 

melanoma B16. 

 

A     B16F1 

 

B     B16F10 

 

 

Figura 23. Proliferación de las células del melanoma B16 tratadas con IL-6 durante 

24, 48 y 72 h. de cultivo. (A) Células B16F1. (B) Células B16F10. La proliferación 

celular se determinó mediante el ensayo colorimétrico del XTT. 
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IL-2 e IL-6 revierten el efecto antiproliferativo de la Actinomicina-D. 

 

A 

 

B 

 

Figura 24. (A) Curva patrón del efecto antiproliferativo de la actinomicina-D sobre las 

células del melanoma B16. (B) Proliferación de las células del melanoma B16F1 y B16F10 

tratadas con IL-2 e IL-6. La proliferación celular se determinó mediante el ensayo 

colorimétrico del XTT. 
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2. Estudio del efecto del TNF- en las células del 

melanoma B16 

 

 Uno de los factores que se han descrito como potente inductor de la producción de 

la IL-6 es el TNF-(Jirik y cols., 1989; Norris y cols., 1994). Por eso, decidimos iniciar el 

estudio de la implicación del TNF- en el melanoma B16. 

 

Para llevar a cabo el estudio del efecto de este factor sobre el fenotipo de las 

células del melanoma, se analizó los efectos del TNF- sobre la actividad de las células del 

melanoma B16. Además, se intentó dilucidar cuales pueden ser las moléculas implicadas 

en las vías de señalización del efecto del TNF-en las células del melanoma murino B16. 

Por último, se estudió si las células del melanoma B16 eran capaces de producir TNF-y 

se analizó si existía alguna interacción de la red de citocinas (IL-2, IL-6 y TNF-) en el 

melanoma B16. 

 

2.1. Determinación de la capacidad de invasión de las células del 

melanoma B16 tratadas con TNF- 

 

 El estudió de la capacidad invasiva de las células del melanoma murino B16 

tratadas con TNF- se realizó mediante un ensayo estándar de invasión, utilizando 

matrices artificiales de matrigel, que es uno de los modelos más habituales para testar in 

vitro la capacidad de invasión (Ghajar y cols., 2007). 

 

 Para realizar este ensayo, se trataron células del melanoma B16 con 50 ng/ml de 

TNF- durante 72 h. Posteriormente, se realizó el ensayo de invasión y se obtuvieron los 

siguientes resultados. El TNF- inhibe la capacidad de invasión de las células de 

melanoma B16F1, expresada como una pérdida de capacidad clonogénica de en torno al 

10% (Figura 25A). En el caso de las células B16F10 se realizó un pretratamiento con 

TNF- durante 24 h. y posteriormente se realizó el ensayo de invasión. Los resultados en 

este caso muestran una disminución de la capacidad clonogénica de en torno al 55% 

(Figura 25B). 
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TNF- inhibe la capacidad de invasión de las células del 

melanoma B16. 

 

A     B16F1 

 

B     B16F10 

 

 

Figura 25. Efecto del TNF- sobre la capacidad de invasión de las células del 

melanoma B16. (A) Número de colonias obtenidas en las células B16F1 pretratadas con 

TNF-durante 72 h. (B) Número de colonias obtenidas en las células B16F10 pretratadas 

con TNF-durante 24 h. 
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2.2. Efecto del TNF- sobre el patrón de distribución de filamentos de F-

actina en las células del melanoma B16 

 

 Se estudió el efecto del TNF- sobre el citoesqueleto de las células del melanoma 

B16. Concretamente, se decidió analizar si el tratamiento con TNF- induce cambios en el 

patrón de distribución de los filamentos de F-actina del citoesqueleto celular, mediante 

microscopía de fluorescencia. 

 

 La imagen de la Figura 26A muestra el patrón de distribución de los filamentos de 

F-actina de las células Control del melanoma murino B16F1 teñidas con TRICT-

phaloidina. Las imágenes obtenidas para estas mismas células B16F1 tratadas con 1 x105 

pg/ml y con 5 x105 pg/ml de TNF- durante 24 y 48 h, son similares en cuanto al patrón 

de distribución de los filamentos de F-actina como se observa en la Figura 26B. En la 

Figura 26C se muestran dos células en división celular y en la Figura 26D se observa al 

detalle todo el citoesqueleto de una de las células del melanoma B16, en la que se aprecia 

las fibras de actina marginales. Resultados similares se obtuvieron con las células del 

melanoma B16F10 (imágenes no mostradas). 
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TNF- no induce cambios en el patrón de distribución de filamentos de 

F-actina en el citoesqueleto de las células del melanoma B16. 

 

 

A      B  

   

C      D 

  

 

 

Figura 26. Patrón de distribución de filamentos de F-actina en el citoesqueleto de las 

células del melanoma B16 teñidas con TRICT-faloidina. (A) Células B16F1 Control. 

(B) Células B16F1 tratadas con TNF-. (C) Células del melanoma B16F1 en división 

celular. (D) Detalle del citoesqueleto de una de estas células. Imágenes obtenidas mediante 

microscopio de fluorescencia Leica (LEITZ DMRB). 
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2.3. Determinación de la capacidad de adhesión “in vitro” de las células 

del melanoma B16 tratadas con TNF- 

 

 Para realizar el estudio de adhesión, en primer lugar se trató de observar cual es el 

efecto del TNF- sobre la capacidad de adhesión de las células del melanoma murino B16. 

Estas células fueron tratadas con TNF- y a continuación, se realizó el ensayo de adhesión 

celular. 

 

 Para iniciar el análisis del efecto del TNF- en las células del melanoma B16, se 

realizaron ensayos de adhesión celular con células de melanoma B16F1 y B16F10 tratadas 

con 50 ng/ml de TNF- “in situ”. Los resultados de este ensayo se pueden observar en la 

Figura 27A. El tratamiento con TNF- no induce cambios significativos en la capacidad 

de adhesión “in situ” de las células del melanoma B16. También se realizó ensayos de 

adhesión de las células de melanoma B16 tratadas con 50 ng/ml de TNF- durante 1 h. 

Los datos obtenidos indican que en este caso, tampoco existen diferencias significativas 

entre la capacidad de adhesión de las células control y de las células tratadas con el factor 

durante 1 h. (datos no mostrados). 

 

Por último, se realizaron tratamientos con 50 ng/ml de TNF- durante 24 h. y 

seguidamente, se realizó el ensayo de adhesión celular. En este caso, se observó que el 

TNF- modula las propiedades de adhesión de las células del melanoma B16. Las células 

del melanoma B16F10 tratadas con TNF- muestran una cierta pérdida significativa de 

capacidad de adhesión con respecto al control (Figura 27B). Por el contrario, las células 

de melanoma B16F1 tratadas con TNF- tienen una capacidad de adhesión ligeramente 

superior al control (resultados no mostrados). 
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TNF- no induce cambios significativos en la capacidad de adhesión de 

las células del melanoma B16. 

 

A    Adhesión “in situ” 

 

 

B    Adhesión Pretratamiento 

 

 

 

Figura 27. Capacidad de adhesión de las células del melanoma B16 tratadas con 

TNF-. (A) Tratamiento “in situ”. (B) Pretratamiento. Células B16F10 se cultivaron al 

10% de SBF y trataron con 50 ng/ml de TNF- durante 24 h. Posteriormente, se realizó el 

ensayo de adhesión en la placa recubierta con MATRIGEL. 



Resultados 

114 

 

2.4. Estudio de los niveles de expresión de las moléculas de adhesión: 

CD44 y VLA-4 en las células del melanoma B16 tratadas con TNF- 

 

 Se realizó además, un estudio de los niveles de expresión de dos moléculas, 

implicadas en la adhesión: VLA-4 y CD44 en el melanoma B16, cuya expresión ya se 

había analizado en estudios previos (García de Galdeano y cols., 1998). 

 

 El estudio de la expresión para ambas moléculas se llevó a cabo, cultivando las 

células del melanoma B16 tratadas con TNF- durante 24, 48 y 72 h. Con estas células se 

realizó un ensayo de inmunofluorescencia indirecta que se cuantificó mediante análisis por 

citometría de flujo. 

 

 El estudio del efecto del TNF- en los niveles de expresión las moléculas de 

adhesión CD44 y VLA-4 da lugar a la obtención de los siguientes resultados. El 

tratamiento con TNF- induce un ligero incremento de los niveles de expresión de la 

molécula de adhesión CD44 en las células de melanoma B16F1 que se observa en la 

Figura 28A. Para ello, se testó dos diluciones de CD44 como se observa en la Figura 28B, 

pero para hacer los tratamientos de las células de melanoma B16F1 se eligió utilizar la 

concentración 1: 20. Además, mediante análisis por citometría de flujo se observa que el 

tratamiento con TNF- aumentó los niveles de expresión de la molécula de adhesión 

CD44 (Figura 29). Resultados análogos se obtuvieron con las células del melanoma 

B16F10 (datos no mostrados). 

 

Por otro lado, el tratamiento con TNF-durante 24 h. de las células del melanoma 

B16F1 induce una disminución en los niveles de expresión de la integrina VLA-4 del 91% 

al 74% (Figura 30). Se decidió observar este efecto con más detalle en las células del 

melanoma B16F1 y B16F10. Para ello, se plantearon tratamientos de 24 y 48 h. con 50 

ng/ml de TNF-. Se observa que ambas líneas celulares tratadas con el factor sufren una 

disminución transitoria de los niveles de la molécula de adhesión VLA-4 que se empiezan 

a recuperar a las 48 h del tratamiento con TNF- (Figura 31A). Para confirmar este 

resultado, se llevaron a cabo nuevos ensayos con células B16F1 tratadas con 50 ng/ml de 

TNF- durante 24 y 72 h. que confirmaron que el efecto del TNF- revierte totalmente a 

las 72 h. de tratamiento (Figura 31B). 
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TNF- induce un incremento no significativo de la expresión de la 

molécula de adhesión CD44 en las células del melanoma B16. 

 

A 

 

 

B 

 

 

Figura. 28. (A) Inmunofluorescencia de las células del melanoma B16F1 tratadas con 

TNF- para la detección de la molécula de adhesión CD44. Imagen obtenida mediante 

microscopio de fluorescencia Leica (LEITZ DMRB). (B) Niveles de expresión de la 

molécula de adhesión CD44 en las células del melanoma B16F1 tratadas con TNF- en las 

dos concentraciones testadas. 
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TNF- aumenta los niveles de expresión de la molécula de adhesión 

CD44. 

 

 

 

 

 

Figura 29. Histogramas monoparamétricos de intensidad de fluorescencia en escala 

logarítmica de citometría de flujo de los niveles de expresión de las moléculas de 

adhesión VLA-4 y CD44 en las células del melanoma B16F1 tratadas con TNF-. 

Las imágenes se obtuvieron mediante análisis de los datos con el paquete informático Win 

MDI 2.8 (Scripps Research Institute) y digitalización a tamaño real mediante un escáner. 

 

 

CD44 

 

 

 

VLA-4       TNF- 

 

 

 

--- 

 

 

 

CD44 

 

 

 

VLA-4       C 

 

 

 

 

--- 

 

 

 

 



Resultados 

117 

 

TNF- induce una disminución transitoria en la expresión de la molécula 

de adhesión VLA-4 en células del melanoma B16. 

 

 

 

 
 

 

Figura 30. Histogramas monoparamétricos de intensidad de fluorescencia en escala 

logarítmica de citometría de flujo de los niveles de expresión de la molécula de 

adhesión VLA-4 en las células del melanoma B16F1 tratadas 24 h. con TNF-. Las 

imágenes se obtuvieron mediante análisis de los datos con el paquete informático Win 

MDI 2.8 (Scripps Research Institute) y digitalización a tamaño real mediante un escáner. 
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TNF- induce una disminución transitoria en la expresión de la molécula 

de adhesión VLA-4 en las células del melanoma B16. 

 

A 

 

 

 

B 

 

 

Figura 31. (A) Niveles de expresión de la molécula de adhesión VLA-4 en las células del 

melanoma B16F1 y B16F10 tratadas con TNF- durante 24 y 48 h. (B) Niveles de 

expresión de la molécula de adhesión VLA-4 en las células del melanoma B16F1 tratadas 

con TNF- durante 24 y 72 h. 
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2.5. Determinación de la capacidad clonogénica de las células del 

melanoma B16 tratadas con TNF- 

 

 Para realizar este estudio, se mantuvieron en cultivo células B16 tratadas con el 

factor de necrosis tumoral durante un período de 7 días. El número de colonias crecidas se 

visualizó mediante una tinción con cristal violeta. 

 

 Se analizó el efecto del tratamiento con TNF- en las células del melanoma B16. 

En este caso, se observa un efecto inhibidor del tratamiento con TNF- sobre la capacidad 

de formación de colonias de las células del melanoma B16F1 y B16F10 (Tabla 5). Las 

diferencias observadas en el número de colonias crecidas entre ambas líneas celulares se 

deben a que, para la línea celular B16F10 se sembraron 100 cél/pocillo, mientras que para 

B16F1 se sembraron 200 cél/pocillo; con objeto de poder hacer ensayos de capacidad 

clonogénica simultáneos. 

 

 Al comparar los resultados de la proliferación celular con los de capacidad 

clonogénica, se pone de manifiesto que el efecto inhibidor del número de colonias crecidas 

en presencia del TNF se observa a concentraciones del factor más bajas de las empleadas 

en el estudio de la proliferación. Además, a la concentración de 100 ng/ml el TNF- inhibe 

casi por completo la formación de colonias. 

 

Tabla 5. Capacidad clonogénica de las células del melanoma B16F1 y B16F10 tratadas con 

TNF-, durante 24 h. 

 

TNF- (ng/ml)   Número de colonias (rango) 

     B16F1   B16F10 

 

 0    46 (42-58)  21 (15-25) 

 1    39 (35-48)  16 (8-22) 

 10    26 (23-30)  13 (9-17) 

 100    4 (3-8)   3 (1-6) 
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2.6. Determinación de la capacidad de proliferación de las células del 

melanoma B16 tratadas con TNF- 

 

 El estudio de proliferación celular consistió en realizar el test colorimétrico del 

XTT, con las células del melanoma B16 tratadas con TNF-. 

 

 Los resultados obtenidos son los siguientes. El TNF- no induce una disminución 

de la proliferación tanto en las células del melanoma B16F1 como en las células B16F10 a 

las 24 y 48 h. de tratamiento, aunque en las células suplementadas al 1% SBF a las 48 h. 

de tratamiento se empieza a observar un efecto (datos no mostrados). Por ello, se decidió 

realizar una cinética del efecto del TNF- en las células de melanoma B16. En la Figura 

32 se observa un claro efecto del factor a partir de 72 h de tratamiento y sobre todo, en 

los cultivos de las células B16F10 suplementados al 1% SBF. Por ello, se amplió el 

estudio y se realizaron nuevas proliferaciones de entre 72 y 96 horas de tratamiento con 

TNF-. En la Figura 33 se observa que el efecto inhibidor es más patente a tiempos largos 

y sobre todo, en los cultivos suplementados al 1% de SBF. Similares resultados se 

observan con las células del melanoma B16F1 (resultados no mostrados). 

 

Además, se realizó un recuento del número de células obtenidas que evidenció que el 

ensayo de XTT enmascara el efecto del TNF- en las células del melanoma B16. Ya que 

se recogen más número de células control, que de células tratadas con TNF- durante 24 

y 48 h. (Tabla 6). 
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TNF- induce un descenso en la proliferación de las células del 

melanoma B16. 

 

A     48 horas 

 

B     72 horas 

 

 

Figura 32. Proliferación de las células del melanoma B16F10 suplementadas al 1% y 

10% de SBF. (A) 48 horas. (B) 72 horas. La proliferación celular se determinó mediante 

el ensayo colorimétrico del XTT. 
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TNF- disminuye la capacidad de proliferación de las células del 

melanoma B16 a tiempos de cultivo largo. 

 

 

 

Figura 33. Proliferación de las células del melanoma B16F10 suplementadas al 1% y 

10 % de SBF, tratadas con dosis crecientes de TNF- durante 96 h. de cultivo. La 

proliferación celular se determinó mediante el ensayo colorimétrico del XTT. 

 

Tabla 6. Células del melanoma B16F1 y B16F10 tratadas con TNF-. 

 

Experiencia Tipo de Tiempo Tratamiento Nº células 

 células incubación (5 x 104 pg/ml) recogidas 

(x 106) 

1ª B16F1 24 h C 2,0 

   TNF- 0,56 

2ª   48 h C 5,4 

   TNF- 2,64 

3ª B16F10 24 h C 4,32 

   TNF- 2,7 

4ª   48 h C 4,8 

   TNF- 3,0 

 

Las células del melanoma B16F1 y B16F10 se cultivaron al 10% de SBF y se trataron con 5 x 104 pg/ml 

de TNF- durante 24 y 48 h. en experiencias independientes. Los resultados se expresan como número de 

células que se recogieron a los tiempos estudiados. 
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2.7. Estudio del ciclo celular en las células del melanoma B16 tratadas 

con TNF- 

 

 En primer lugar, analizamos el ciclo celular de las células del melanoma B16 

cultivadas durante 4 y 5 días. En la Tabla 2 se observa que las células B16F1 

suplementadas al 10% de SBF crecen y se acumulan en la fase G0-G1. Debido a la gran 

confluencia de los cultivos, es muy difícil discriminar o describir con claridad las fases del 

ciclo celular de estas células. El 90% de las células se acumulan en fase G0-G1 y baja el 

nivel de células que se encuentra en fase S y G2-M. Resultados similares se obtienen con la 

línea celular B16F10 (datos no mostrados). 

 

Con el objetivo de poder observar mejor la progresión del ciclo de éstas células, se 

plantearon nuevos ensayos en los que se disminuyó la concentración de células sembradas 

a 20.000 células /ml. En este caso, se analizaron diversos tiempos de cultivo de 3, 4 y 5 

días respectivamente. En la Tabla 2 se observa el ciclo celular de las células del melanoma 

B16F10 suplementadas al 10% de SBF. Según avanzan los días de cultivo, las células se 

van acumulando en la fase G0-G1 y disminuyen las células en las otras fases del ciclo. 

Además, observamos que la progresión del ciclo celular en las células B16F10 

suplementadas al 1% SBF es diferente. Se observa un retraso en la progresión del ciclo 

celular, por eso las células en fase G0-G1 sólo llegan al 69%. 

 

Para continuar con el análisis del ciclo celular, nos pareció interesante determinar 

el efecto del tratamiento con TNF- en las células del melanoma B16. Lo primero que se 

observó fue que, obteníamos más células de los cultivos control que de los cultivos 

realizados en presencia del TNF-. Esto se observó en diversas experiencias 

independientes con las células de melanoma B16F1 y B16F10 cultivadas en presencia de 5 

x 104 pg/ml de TNF- en ensayos de 24 y 48 h (Tabla 6). Esto nos llevó a pensar si el 

tratamiento con esta citocina estaba alterando en ritmo del ciclo celular, por ello se decidió 

tratar de estudiar el ciclo de células B16 tratadas con TNF-a distintos tiempos. 

 

 El estudio del ciclo celular consistió en cuantificar mediante análisis por citometría 

de flujo las células teñidas con Ioduro de Propidio (IP), para tratar de dilucidar si el 

tratamiento con TNF-altera las proporciones de células que se encuentran en las 

distintas fases del ciclo celular. Es decir, si el tratamiento con TNF- provoca cambios en 

el ritmo del ciclo celular de las células del melanoma B16. 
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 Los datos obtenidos para las células B16F1 tratadas con TNF- aparecen 

recogidos en la Tabla 7. Fruto de la observación de los mismos, se intuye un cierto retraso 

del ciclo celular en la células B16 tratadas con TNF-(Figura 34). Además, a la vista del 

número de células recogidas tras los tratamientos, se puede concluir que las células no 

tratadas detienen su ciclo celular debido al crecimiento normal del cultivo. Y las células 

cultivadas en presencia del TNF- se acumulan con el tiempo en la fase G2-M. 

 

 Analizando los ensayos de cultivos de las células del melanoma B16F10 cultivadas 

al 1 y 10% SBF respectivamente y tratadas con TNF- durante 72 h., observamos que la 

cinética del ciclo celular es diferente en ambos casos. El tratamiento con TNF- provoca 

un retraso en la entrada en el ciclo de las células tratadas. Además, en los cultivos al 10% 

de SBF se observa una disminución del porcentaje de células en fase G0-G1 que pasan del 

70,5 % en los cultivos control al 67,3% en las células tratadas con TNF- y porcentajes 

de células en fase S y G2-M mayores, debidos a que las células van entrando en el ciclo 

más tarde (Figura 35A). 

 

Por el contrario, en los cultivos al 1% de SBF se observa que el efecto del TNF- 

es mayor y el retraso en el ciclo celular se acentúa de forma más notable. Pasando del 

70,3% de células en fase G0-G1 al 62,7% en las células tratadas con TNF-. Los 

porcentajes de células en el resto de fases del ciclo celular también son mayores debidas al 

retraso inducido por el TNF- (Figura 35B). 

 

Además, en las células del melanoma B16F1 suplementadas al 10% de SBF y 

tratadas con TNF- durante 72 h. se observan muy pocas células en apoptosis, tanto en 

las células control (2%) como en las células tratadas con TNF- (0,9%) (Figura 36A). Sin 

embargo, en la Figura 36B se observa que en las células L929 tratadas con TNF- se 

incrementa los porcentajes de células en apoptosis que aumentan del 3,9% en las células 

control, hasta el 98,2% en las tratadas con TNF-. Es decir, en las células L929 el 

tratamiento con TNF- induce un efecto de daño celular que afecta casi a la totalidad del 

cultivo. 
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TNF- ralentiza el ciclo celular de las células del melanoma B16: 

aumenta el porcentaje de células en fase G2-M. 

 

 

 

Figura 34. Histogramas monoparamétricos de intensidad de fluorescencia en escala 

logarítmica de citometría de flujo de las células del melanoma B16F1 marcadas con 

el Ioduro de Propidio (IP). Las imágenes se obtuvieron mediante análisis de los datos 

con el paquete informático Win MDI 2.8 (Scripps Research Institute) y digitalización a 

tamaño real mediante un escáner. 

 

Tabla 7. Ciclo celular de las células del melanoma B16F1 tratadas con TNF-. 

 

Experiencia                 Tratamiento        Nº células                    Ciclo celular 

(tiempo incub.)            (5 ng/ml)      recogidas          G0-G1        S           G2-M 

   (x 106) 

1ª  C 5,4 67,0 16,9 14,2 

(48 h)  TNF- 2,64 60,3 21,8 15,6 

2ª  C 2,5 70,6 15,8 11,6 

(72 h)  TNF- 1,9 67,5 16,1 15,5 

3ª  C 7,65 90,5   2,4   4,8 

(96 h)  TNF- 3,84 83,8   4,6   8,0 

 

Las células del melanoma B16 se cultivaron al 10% de SBF y se trataron con 5 x 104 pg/ml de TNF- 

durante 48, 72 y 96 h. en experiencias independientes. Se fijaron en etanol y se realizó la tinción con 

ioduro de propidio. La cuantificación se determinó mediante análisis por citometría de flujo. Los 

resultados se expresan como porcentaje de células que se encontrarían en cada fase del ciclo celular. 
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TNF- ralentiza la entrada en el ciclo celular de las células del 

melanoma B16F10. 

 

A     10% SBF 

 

B     1% SBF 

 

 

Figura 35. Ciclo celular de células del melanoma B16F10 tratadas con TNF-. (A) 

10% SBF. (B) 1% SBF. Datos obtenidos mediante tinción con ioduro de propidio y 

análisis por citometría de flujo. Los resultados se expresan como porcentaje de células que 

se encuentran en cada fase del ciclo celular. 
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TNF- no induce muerte celular en las células del melanoma B16. 

 

A     B16F1 

Control

TNF- 72 h.

 

B     L929 

 

 

 

Figura 36. Ciclo celular de las células tratadas con TNF-. (A) Células B16F1. (B) 

Células L929. Datos obtenidos mediante tinción con ioduro de propidio y análisis por 

citometría de flujo. Los resultados se expresan como porcentaje de células que se 

encuentran en cada fase del ciclo celular. 
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2.8. Estudio de los niveles de expresión de p21WAF1/CIP1 en las células 

del melanoma B16 tratadas con TNF- 

 

A partir de los resultados que demostraron un efecto inhibidor del TNF- sobre el 

melanoma B16; se decidió analizar si el inhibidor del ciclo celular p21WAF1/CIP1 podían 

estar implicados en el efecto inhibidor del TNF-que manifiestan las células del melanoma 

murino B16. 

 

 El estudio del posible papel del inhibidor del ciclo celular p21WAF1/CIP1, en la ruta 

de la señal debida al TNF- se llevó a cabo mediante un estudio de la expresión de dicha 

molécula, para ello se realizó un ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Los resultados 

se cuantificaron mediante citometría de flujo. 

 

 Los resultados de los niveles de expresión de la molécula p21WAF1/CIP1 en las 

células de melanoma B16F1 tratadas con 50 ng/ml de TNF- aparecen recogidos en los 

histogramas de citometría de flujo de la Figura 37A. 

 

El TNF- induce un incremento significativo de los niveles de expresión del 

fluorocromo p21WAF1/CIP1 en las células del melanoma B16F1, incrementándose los 

niveles de expresión desde el 10,3% en las células control, hasta el 20,3% en las células 

tratadas con TNF-. En las células de melanoma B16F10, el aumento de los niveles de 

expresión pasa del 9,2% para las células control al 14.3% para las células tratadas con 

TNF- (Figura 37B). 
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TNF- induce un incremento de los niveles de expresión de p21WAF1/CIP1 

en ambas sublíneas celulares del melanoma B16. 

 

A 

 
B 

 

 

 

Figura 37. Citometría de flujo de células del melanoma B16 tratadas con TNF- y 

marcadas con p21WAF1/CIP1. (A) Histogramas monoparamétricos de intensidad de 

fluorescencia en escala logarítmica de las células B16F1 control (en negro) y tratadas con 

TNF-en azul). (B) Niveles de expresión de las células del melanoma B16F1 y B16F10 

tratadas con TNF- y teñidas con el fluorocromo p21WAF1/CIP1. Las imágenes y los datos 

se obtuvieron mediante citometría de flujo y el análisis de los mismos se realizó mediante 

el paquete informático Win MDI 2.8 (Scripps Research Institute). 
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2.9. Efecto de la C2-ceramida sobre las células del melanoma B16: 

proliferación y capacidad clonogénica 

 

 Se analizó tanto la proliferación como la capacidad clonogénica de las células del 

melanoma murino B16 tratadas con TNF- en respuesta a tratamientos con un análogo 

de la ceramida. Se empleó la C2-ceramida (N-Acetyl-D-erythro-Sphingosine). 

 

Determinación de la capacidad de proliferación de las células del melanoma B16 

 

 Se cultivaron las células del melanoma B16, se trataron con C2-ceramida y se 

sometieron al test colorimétrico del XTT. 

 

 Los primero que se observó fue la imagen del efecto de la C2-ceramida en los 

tratamientos en microplaca (Figura 38). El tapiz celular parece haber sufrido un efecto de 

tipo citotóxico.  

 

 Para analizar el efecto de la C2-ceramida a dosis más bajas y para estudiar el efecto 

a lo largo del tiempo, realizamos una cinética de 24, 48 y 72 h. de tratamiento. Se 

plantearon ensayos de proliferación con células B16F1 suplementadas con 1% de SBF y 

10% de SBF. Los resultados de los mismos aparecen recogidos en los histogramas de la 

Figura 39. El efecto de la C2-ceramida se manifestó desde los primeros tiempos de cultivo, 

a diferencia del efecto del TNF que se manifestaba con claridad a partir de las 72 h de 

cultivo. Además, podemos concluir que el SBF no protege a las células del melanoma B16 

del efecto de la C2-ceramida. Resultados similares se obtuvieron para las células cultivadas 

con 10% de SBF (datos no mostrados). 

 

A continuación, se realizaron ensayos de proliferación celular para tratar de 

comparar el efecto del TNF- y la C2-ceramida. Para ello, se realizó cultivos de células 

del melanoma B16F1 suplementados con 1% de SBF, tratadas con 50 ng/ml de TNF- 

durante 72 h. y cultivos de células del melanoma B16F1 suplementados con 1% SBF, 

tratadas 50 M de C2-ceramida. Seguidamente, se realizó el ensayo de proliferación 

celular en placa, que se cuantificó mediante el ensayo colorimétrico del XTT (Figura 

40A). Se observó que el efecto de ambos factores es distinto. La C2-ceramida da lugar a 

un efecto lítico, mientras que el TNF- da lugar a un efecto inhibidor. Resultados 

similares se obtuvieron para las proliferaciones celulares que se realizaron suplementando 
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los cultivos de las células del melanoma B16F1 con 10% de SBF (Figura 40B). Resultados 

similares se obtienen con las células del melanoma B16F10 (resultados no mostrados). 

 

 Podemos concluir que el efecto de la C2-ceramida y el TNF- son distintos. El 

efecto del TNF era inhibidor del crecimiento, se manifiesta a tiempos largos y en 

condiciones de cultivo adversas para las células. La C2-ceramida por el contrario, da lugar 

a efectos de tipo lítico, el efecto es dosis dependiente, se manifiesta desde los primeros 

momentos del tratamiento y además, es independiente de la cantidad de SBF a la que se 

cultiven las células del melanoma B16. 

 

 

 

 

 

Figura 38. Células del melanoma B16F10 tratadas con C2-ceramida durante 24 h. 

Imagen obtenida mediante una tinción de cristal violeta. 
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Efecto dosis dependiente de la C2-ceramida en un ensayo de 

proliferación de las células del melanoma B16F1. 

 

A     24 horas 

 

B     48 horas 

 

C   72 horas 

 

 

Figura 39. Proliferación de las células del melanoma B16F1 suplementadas con 1% y 

10% de SBF a distintos tiempos de tratamiento con C2-ceramida. (A) 24 horas. (B) 

48 horas. (C) 72 horas. La cuantificación de la proliferación se realizó mediante el ensayo 

colorimétrico del XTT. 
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El efecto del tratamiento con la C2-ceramida y TNF- en cultivos de 

células del melanoma B16F1 es distinto. 

 

A     1% SBF 

 

B     10% SBF 

 

 

Figura 40. Análisis de tres experiencias independientes de proliferación celular de 72 

h. en células del melanoma B16F1 tratadas con TNF- o C2-ceramida. (A) Cultivos 

al 1% de SBF. (B) Cultivos al 10% de SBF. La proliferación celular se cuantificó 

mediante el ensayo colorimétrico del XTT. 
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Capacidad clonogénica de las células del melanoma B16 

 

 El estudio consistió en cultivar las células del melanoma B16 durante un período 

de 7 días tratadas con C2-ceramida. El número de colonias crecidas se visualizó mediante 

tinción con cristal violeta. 

 

 Los resultados de la capacidad de formación de colonias de las células del 

melanoma B16F1 tratadas con C2-ceramida se recogen en la Tabla 8. El tratamiento con 

C2-ceramida inhibe la capacidad clonogénica de las células del melanoma B16F1. 

Resultados similares se obtienen con las células del melanoma B16F10 (resultados no 

mostrados). Tanto la línea de melanoma B16F1, como la línea de melanoma B16F10, 

sufren un efecto de tipo lítico, que para concentraciones de 50 M de C2-ceramida inhibe 

totalmente el crecimiento. 

 

Tabla 8. Capacidad clonogénica de las células del melanoma B16F1 tratadas con C2-

ceramida. Las colonias obtenidas se cuantificaron mediante una tinción de cristal violeta. 

 

  C2-ceramida (M)   Nº de colonias (rango) 

 

   0     47 (44-50) 

   10     34 (25-45) 

   25     18 (10-22) 

   50     0 
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2.10. Estudio de la capacidad de producción de TNF- por las células del 

melanoma B16 

 

 Con el fin de estudiar si las células del melanoma murino B16 eran capaces de 

producir TNF-se sometieron los sobrenadantes al bioensayo de citotoxicidad de las 

células L929. 

 

 La curva patrón del ensayo de citotoxicidad de las células L929 en la que se 

observa que a concentraciones altas de TNF- se da la máxima toxicidad, se muestra en la 

Figura 41A. A continuación, se analizó si los sobrenadantes de cultivos de células del 

melanoma B16F1 y B16F10 suplementados al 1% y 10% de SBF, durante 24, 48 y 72 h. 

eran capaces de producir TNF- (resultados no mostrados). Sin embargo, no existe 

producción de TNF- en ninguna de las condiciones testadas. 

 

 Una vez estudiado el comportamiento de las células del melanoma B16, se analizó 

si en los sobrenadantes de estas células estimuladas con IL-2, IL-6 o TNF- se detectaba 

la presencia de TNF-. Los datos obtenidos aparecen recogidos en la Figura 41B. Los 

factores empleados para tratar de estimular en las células del melanoma B16F10 la 

producción de TNF-, resultan ser ineficaces. 

 

 Además de lo anterior, se cultivó las células del melanoma B16 en presencia de 

CsA y PMA, dos agentes activadores de las funciones celulares. Tanto la CsA, a distintas 

concentraciones y a tiempos de cultivo de 24, 48 y 72 h. como el PMA, a varias 

concentraciones no dan lugar a que se active la inducción de la producción de TNF-

(resultados no mostrados). 
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

Las células del melanoma B16 no producen TNF- 



A 

 



B 





Figura 41. (A) Curva patrón de la producción de TNF- por las células L929. (B) 

Sobrenadantes de las células del melanoma B16F10 tratadas con distintas dosis de IL-2 e 

IL-6 sometidos al ensayo de citotoxicidad de las células L929. 
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2.11. Inducción de la producción de IL-2 por TNF- en las células del 

melanoma B16 

 

Para estudiar si el TNF-es inductor de la producción de IL-2 por el melanoma 

murino B16, se cultivaron las células en presencia de TNF- La determinación de la 

presencia de IL-2 en los sobrenadantes se realizó mediante el bioensayo con las células 

CTLL-2 

 

Previamente a realizar el ensayo biológico con las células CTLL-2, se prepara la 

recta patrón de producción de IL-2, como se explica en detalle en el Apdo. de Materiales 

y Métodos 2.9. (Figura 9B). 

 

 Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 42. El tratamiento con TNF- 

(0, 5, 50 y 500 ng/ml) durante 24, 48 y 72 h. no induce la producción de IL-2 en las 

células del melanoma B16F1 suplementadas al 1% y 10% de SBF. Resultados similares se 

obtuvieron con la línea del melanoma B16F10 (datos no mostrados). 
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TNF- no induce la producción de IL-2 en las células del melanoma B16. 

 

A   Sobrenadantes de células B16F1, 1% SBF 

 

B   Sobrenadantes de células B16F1, 10% SBF 

 

 

Figura 42. Inducción de la producción de IL-2 por TNF- en las células del 

melanoma B16. (A) Sobrenadantes de las células B16F1 cultivadas al 1% SBF. 

(B) Sobrenadantes de las células B16F1 cultivadas al 10% SBF. Datos obtenidos mediante 

el bioensayo de las células CTLL-2. 
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2.12. Inducción de la producción de IL-6 por TNF- en las células del 

melanoma B16 

 

Para estudiar si el TNF-es inductor de la producción de IL-6 por el melanoma 

murino B16, se cultivaron las células en presencia de TNF- La determinación de la 

presencia de IL-6 en los sobrenadantes se realizó mediante un ensayo inmunoenzimático. 

 

 La línea de fibroblastos L929 se incluyó en el estudio debido a que producen IL-6 

tras ser estimuladas con TNF- y se incluyeron en el ensayo como control positivo. Se 

obtuvo una producción máxima de 175 pg/ml de IL-6 en respuesta al tratamiento con 100 

ng/ml de TNF (Figura 43). La Figura 21 representa la curva patrón de producción de IL-

6, mediante la cual se interpolan los valores de absorbancia obtenidos experimentalmente 

con el número del unidades de IL-6. 

 

 Se trató las células B16 con TNF- y se sometieron al bioensayo de las L929, 

observando que no producen la IL-6 en ninguna de las condiciones testadas 1% y 10% de 

SBF y en ninguno de los tiempos de cultivo analizados: 24, 48, 72 y 96 h (datos no 

mostrados). 
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TNF- no induce la producción de IL-6 en las células del melanoma B16. 

 

 

 

 

Figura 43. Inducción de la producción de IL-6 por TNF- en las células del 

melanoma B16. Los datos se obtuvieron mediante el bioensayo de citotoxicidad de las 

células L929. 
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2.13. Análisis de la capacidad proliferativa y clonogénica del TNF- en 

las células del melanoma B16 pretratadas con la IL-2 y la IL-6 

 

Por último, debido a los efectos observados de la IL-2 y de la IL-6, se plantearon 

nuevos ensayos de capacidad clonogénica y de proliferación celular con el objeto de 

analizar si ambas citocinas eran capaces de revertir los efectos de TNF- en las células del 

melanoma B16. 

 

Para ello, las células del melanoma B16F1 se pretrataron con 500 U/ml de IL-2, 

durante 24 h. y con 200 U/ml de IL-6 durante 48 h. y seguidamente se trataron con 100 

ng/ml de TNF-. 

 

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 9. El pretratamiento con la IL-2 y 

la IL-6, no son capaces de revertir el efecto inhibidor del TNF-sobre la biología de las 

células del melanoma B16F1. Similares resultados se observan con las células del 

melanoma B16F10 (datos no mostrados). 

 

Tabla 9. Ensayos de capacidad clonogénica y proliferación celular de las células del melanoma 

B16F1 tratadas con IL-2 durante 24 h. o tratadas con IL-6 durante 48 h. a las dosis 

indicadas. 

 

Tratamiento  Proliferación celular   Formación de colonias 

   (% de inhibición)   Nº de colonias (Rango) 
            

       Control TNF- (100 ng/ml) 

Ninguno   27,50   19 (17-24)  0 

IL-6 (200 U/ml)  27,14   18 (15-25)  1 (0-2) 

 

Ninguno   35,50   15 (8-20)  2 (0-4) 

IL-2 (500 U/ml)  37,70   21 (15-25)  3 (1-6) 
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 Las citocinas que se producen en el microentorno tumoral, tanto si son producidas 

por las propias células tumorales como si provienen de la células del estroma o que 

infiltran el tumor, pueden constituir un factor fundamental que contribuye a definir las 

capacidades de las células tumorales y por tanto la progresión tumoral. Aunque esta idea 

se propuso desde hace muchos años, durante mucho tiempo se ha mantenido en un 

“estado difuso”. Los datos acumulados en la última década, sin embargo, han confirmado 

esta hipótesis, subrayando la especial relevancia de las citocinas proinflamatorias en el 

desarrollo del cáncer. 

 

 En el caso del melanoma, las citocinas, como factores implicados en la modulación 

de la actividad de las células del sistema inmune, pueden tener una relevancia especial ya 

que el melanoma es un tipo tumoral altamente inmunogénico y además, muchas de las 

estrategias actuales de tratamiento se basan en la utilización de estos factores, como es el 

caso de la IL-2. 

 

 Utilizando el modelo de melanoma experimental B16, nuestra línea de 

investigación se ha centrado en el estudio de la participación de citocinas proinflamatorias 

en la adquisición de un fenotipo metastático. Así, en resultados previos habíamos obtenido 

que células B16F10 cultivadas en presencia de IL-2 o de IL-6 inducían un aumento de la 

ocupación metastática in vivo (Boyano y cols., 1997; García de Galdeano y cols., 1998). 

 

 Para intentar averiguar el mecanismo responsable del efecto protumoral de la IL-2 

y la IL-6, en este trabajo quisimos profundizar en el rol de estas citocinas en la modulación 

de la actividad de las células del melanoma B16, utilizando sublíneas de distinta capacidad 

metastática. Así mismo incluímos el estudio del TNF, otra importante citocina 

proinflamatoria y exploramos posibles interacciones entre estas citocinas en este modelo 

de melanoma experimental. 

 

 Los datos obtenidos revelan que tanto la IL-2 e IL-6 como el TNF modulan 

directamente la actividad de las células de melanoma. Las células B16 de distinta 

capacidad metastática (B16F1 y F16F10) responden de forma similar a estos factores, si 

bien con diferencias en magnitud. In vitro, estos factores no son inductores de los 

procesos celulares típicamente asociados al fenotipo metastático como la capacidad de 

invasión, actividad clonogénica o proliferativa, que de hecho en algunos casos están 

regulados negativamente, sin embargo, la modulación de la expresión de moléculas de 

superficie apunta a que la IL-2, IL-6 y el TNF podrían actuar como factores de 
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supervivencia para las células del melanoma B16; posiblemente utilizando distintos 

mecanismos y que en el caso del TNF estaría mediado por la inducción del regulador del 

ciclo celular p21. Estos resultados están de acuerdo con otros trabajos posteriores que han 

demostrado la actividad protumoral de estas citocinas y su importancia en el melanoma. 
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1. Estudio de la IL-2 e IL-6 en el melanoma B16 

 

1.1. Efecto inducido por IL-2: modulación de la invasión y la expresión de ICAM-1 

 

 El tratamiento in vitro con IL-2 indujo un descenso en la capacidad de invasión de 

las células de melanoma, que fue más pronunciado en el caso de las células de mayor 

capacidad metastática B16F10. La IL-2 indujo también una menor expresión de la 

molécula ICAM-1 aunque la capacidad de adhesión general no resultó modificada. La IL-

2 no resultó tóxica para las células ni siguiera a las dosis más altas utilizadas y la actividad 

proliferativa se mantuvo inalterada. En cuanto a la actividad clonógenica se registró un 

cierto incremento en el caso de las células B16F1, si bien, las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. Además, el tratamiento con IL-2 revertió en parte el efecto 

inhibidor de la Actinomicina D, inductor de estrés celular. Por último, el análisis de la 

expresión del receptor demostró la presencia de la subunidad beta del RIL-2, pero no de la 

subunidad alfa. Tampoco se detectó presencia de IL-2 soluble liberada por las células del 

melanoma B16. Estos resultados confirman que las células del melanoma son capaces de 

responder a la IL-2. Además, aunque no podemos excluir otras posibilidades, los 

resultados sugieren un rol protector de la IL-2 para las células B16 que podría estar 

relacionado con el efecto prometastático registrado in vivo. 

 

 La capacidad de atravesar la membrana basal y/o la matriz extracelular es, junto 

con la capacidad de proliferación, la principal característica que define a una célula 

tumoral capaz de producir metástasis. Basándonos en esto, decidimos realizar el ensayo de 

invasión en matrigel, habitualmente utilizado para determinar in vitro esta propiedad. 

 

 Sin embargo resultó que la IL-2 suprimía la invasión, un efecto más marcado en el 

caso de la sublínea B16F10 y menor en B16F1. En cualquier caso, es evidente que la IL-2, 

de forma directa o indirecta, está regulando el proceso de invasión. 

 

 La comprensión de los mecanismos de invasión ha avanzado de forma considerable 

en la última década. Así, se han propuesto dos mecanismos de migración fundamentales 

que pueden ser utilizados por las células invasivas y que implican modificaciones del 

citoesqueleto diferentes y la participación de distintas proteínas reguladoras (Sahai y 

Marshall, 2003; Wang y cols., 2005; Guarino y cols., 2007; Yamaguchi y Condeelis, 2007; 

Pinner y Sahai, 2008; Linder, 2009; Yilmaz y Christofori, 2010; Nürnberg y cols., 2011; 

Sanz-Moreno, 2012). 
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 En un tipo de invasión se produce la llamada transición epitelio-mesenquimática 

(EMT) durante la que se rompen los contactos celulares con pérdida de cadherina y 

aumenta la motilidad, por lo que se ha asociado a progresión tumoral y metástasis 

(Guarino y cols., 2007; Tse y Kalluri, 2007; Friedl y Wolf, 2009; Wells y cols., 2013). En 

este caso, las células adquieren morfología fibroblástica con un frente diferenciado y 

generación de cables corticales de actina y fibras de estrés. También se crean estructuras 

de adhesión focales y se produce proteólisis de la matriz extracelular, fundamentalmente 

mediante las metaloproteínasas (MMPs) (Itoh y cols., 2006; Li y Lin, 2008). 

 

 Existe otro modo de invasión en el que las células adquieren forma redondeada y 

exhiben en su superficie “blebs” altamente dinámicos. Es un movimiento de tipo ameboide 

que no requiere proteolisis pericelular ni formación de contactos focales por lo que es más 

rápido. Está mediado por la proteína Rho, que junto con Cd42 y Rac1 constituyen los 

principales miembros de la familia de Rho-GTPasas, importantes reguladores del 

citoesqueleto (Ridley, 2001); y por la proteína ROCK, de la familia de quinasas activadas 

por Rho. En este tipo de motilidad también participa la proteína ezrina, de la familia ERM 

(ezrina-radixina-moesina), que entre otras funciones, une los filamentos de actina a la 

membrana plasmática (Grosse y cols., 2008; Eitaki y cols., 2012). El modo 

mesenquimático sin embargo, no depende de Rho ni de ROCK, pero sí de Rac1; otro 

miembro de la familia de Rho-GTPasas. 

 

 Por otra parte, factores externos pueden inducir la transición del tipo de movilidad 

mesenquimático al ameboide (Wolf y cols., 2003; Torka y cols., 2006; Croft y Olson, 

2008; Friedl y Wolf., 2009; Parri y Chiarugi, 2010; Sanz-Moreno y Marshall, 2009; Calvo 

y cols., 2011; Tam y Weinberg, 2013). Esto explicaría porqué no se inhibe la invasión de 

células tumorales cuando se inhibe una de las vías: parece ser que la otra vía es capaz de 

compensar el efecto inhibidor. 

 

 En melanoma diversos estudios han demostrado la participación de las MMPs en la 

actividad invasiva de las células (Hofmann y cols., 2000; Eves y cols., 2003), sin embargo, 

estudios posteriores han descrito la existencia de ambos estilos de invasión según la línea 

celular, con distinta participación de moléculas de la familia de Rho-GTPasas (Ruth y 

cols., 2006; Gaggioli y Sahai, 2007; Gadea y cols., 2008; Klein y Aplin, 2009; Lindsay y 

cols., 2011; Ho y cols., 2012; Grahovac y cols., 2013), e incluso la transición de un tipo 

de movilidad al otro (Hegerfeldt y cols., 2002; Sanz-Moreno y cols., 2008; Orgaz y Sanz-

Moreno, 2012). 
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 ¿Qué tipo de invasión utilizan las células del melanoma B16? Parece variar en 

función de la línea. En células de la línea B16F10 se ha descrito mayor actividad Rac1 que 

en la línea parental, asociada a mayor invasión (Kurisu y cols., 2005), lo que sugiere 

movimiento mesenquimático. Este mismo modo de invasión se ha descrito en estudios 

posteriores y en otras sublíneas de B16 (Parri y Chiarugi, 2010; Kushiro y Nuñez, 2011). 

En B16F1 la inducción de la actividad invasiva se ha asociado a inducción de la expresión 

de RhoC (Clark y cols., 2000), lo que sugiere un movimiento ameboide. 

 

 En nuestro trabajo pudimos apreciar esta diferencia entre sublíneas en cuanto al 

modo de invasión ya que el análisis morfológico de las células B16F1 mostraba más 

imágenes de tipo “blebbing” que en las células B16F10. En cualquier caso, y aunque se ha 

descrito que la activación de Rho y de Rac sigue pautas diferentes en B16F1 y B16F10 

(Scott y Leopardi, 2003), parece que ambos tipos de invasión se pueden producir en la 

misma sublínea de B16, es decir, que puede haber un cambio de mesenquimático a 

ameboide, según las condiciones (Parri y Chiarugi, 2010). 

 

 Existen pocas referencias que describan el efecto de la IL-2 sobre la capacidad de 

invasión. Los datos disponibles se centran en células de tipo linfoide. Tras un trabajo 

inicial que reportaba un efecto inhibitorio sobre la migración de células T (Hoon y cols., 

1986), se propone un efecto estimulador sobre la migración de linfocitos T activados por 

IL-2 y de células LAK (Kornfeld y cols., 1985; Pankonin y cols., 1992; Ratner y cols., 

1992; Kitayama y cols., 1993; Wilkinson y Newman; 1994; Ariel y cols., 1998). 

 

 Por otra parte no existen apenas datos de modulación de invasión mediada por IL-

2 sobre células tumorales: estudiando el efecto de IL-2 sobre invasión de células de 

glioma, no se detectan cambios (Pedersen y cols., 1994); otro estudio sin embargo, 

describe la degradación de la matriz extracelular mediada por MMP-9 por células de 

linfoblastoma T inducida por IL-2 (Xia y cols., 1996). No parece haber datos posteriores 

que confirmen la actividad promigratoria y proinvasiva de la IL-2. 

 

 Sin embargo, sí se ha confirmado la reorganización del citoesqueleto de mediada 

por IL-2, aunque es llamativa la escasez de referencias teniendo en cuenta los evidentes 

cambios en la morfología de las células T asociados a la respuesta a la IL-2. Herblot y 

cols. (1999), estudiando una batería de genes en linfocitos T citotóxicos, demostraron un 

incremento en la expresión de -tubulina o -catenina. Así mismo, en células T activadas 

por mitógenos, IL-2 indujo la expresión y la polimerización de actina y sobre todo de 
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tubulina (Goebel y cols., 2006). Otros autores han descrito la interacción directa del RIL-2 

con el citoesqueleto que precede a la endocitosis del complejo tras unión con la IL-2 

(Pillet y cols., 2010). Además, se ha propuesto que la interacción entre el RIL-2 y el 

citoesqueleto se produce a través de la activación de Rac1 (Basquin y Sauvonnet, 2013). 

 

 Así mismo, en células NK la reorganización de actina inducida por IL-2 es esencial 

para su actividad lítica: aumenta la concentración de actina y la sinapsis inmunológica. 

Este efecto está mediado por WAVE-2, uno de los miembros de la familia WASP, que 

interacciona con Arp2/3 y facilita la polimerización de G actina (Orange y cols., 2011). En 

el melanoma B16, sin embargo, el papel de WAVE-2 se ha asociado a una mayor 

capacidad invasiva (Kurisu y cols., 2005), por lo que no parece probable que IL-2 afecte 

al citoesqueleto de las células B16 mediante los mismos mecanismos que en el linfocito T. 

 

 En cualquier caso, el efecto de IL-2 sobre migración e invasión podría ser más 

complejo, con cambios a lo largo del tiempo. En células NK se ha descrito un aumento 

inicial de MMP-9 y de invasión en matrigel, pero más tarde se produce inhibición: un 

pretratamiento de 48 horas con IL-2 indujo un efecto negativo sobre migración (Edsparr y 

cols., 2010). Un efecto similar podría estar teniendo lugar en las células B16 ya que las 

fueron incubadas con IL-2 durante 24-48 horas antes de realizar el ensayo de invasión. 

 

 Otros trabajos que describen la inhibición de la actividad invasiva de las células 

B16 proponen distintos mecanismos como la disminución de actividad MMP o de 

proteínasas de la familia de catepsinas (Murata y cols., 1997; Sever y cols., 2002; Gava y 

cols., 2006; Rondepierre y cols., 2010; Yang y cols., 2010; Zhang y cols., 2014). Es 

interesante señalar que la IL-2 está involucrada en la regulación de las catepsinas en 

células NK induciendo precisamente la síntesis de cistatinas, inhibidores de catepsinas 

(Maher y cols., 2014) por lo que podríamos hipotetizar que esta vía, es decir, la inhibición 

de las catepsinas, podría ser la vía utilizada por IL-2 para regular negativamente la 

invasión en las células B16. 

 

 Otro parámetro que afecta a la invasión es la capacidad de adhesión. En el ensayo 

de adhesión a matrigel no hubo cambios en ninguna de las sublíneas; sin embargo, la 

expresión de la molécula de adhesión ICAM-1 fue menor por efecto de la IL-2. 

 

 ICAM-1 (CD54) pertenece a la familia de la superfamilia de las inmunoglobulinas y 

es el ligando de LFA-1. ICAM-1 se expresa en células del endotelio y la interacción 

ICAM-1/LFA-1 parece esencial para la extravasación leucocitaria y es regulada 
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positivamente durante los procesos inflamatorios (Vestweber, 2007; Lawson y Wolf, 

2009; Rahman y Fazal, 2009). Dado que ICAM-1 favorece la migración transendotelial, 

una menor expresión en las células de melanoma sugiere una menor capacidad de invasión, 

tal como se ha visto en otros tipos tumorales (Rosette y cols., 2005). 

 

 En melanoma humano inicialmente se propuso una correlación entre mayor 

expresión de ICAM-1 y progresión tumoral (Johnson y cols., 1989; Natali y cols., 1990). 

Posteriormente sin embargo, se ha descrito una correlación inversa (Hamai y cols., 2008). 

Así, clones de células metastáticas expresan menos ICAM-1 lo que les confiere resistencia 

a la lisis por linfocitos T. Los autores demuestran correlación inversa entre los niveles de 

ICAM-1 y activación de la vía de supervivencia PI3K/AKT (Vanhaesebroeck y cols., 

2012) que es utilizada para escapar de la acción lítica de linfocitos T. En células B16 

también se ha demostrado que si disminuye la expresión de ICAM-1 aumenta el potencial 

metastático, pero en este caso se ha asociado a una menor infiltración linfocitoria al tumor 

y no tanto a la evasión directa de la acción lítica (Yamada y cols., 2005). 

 

 Es interesante señalar que la vía PI3k/AKT, media el rol antiapoptótico de la IL-2 

(Lindemann y cols., 2003; Taniguchi y cols., 2004). El papel de la IL-2 como factor de 

supervivencia se ha demostrado ampliamente en células linfoides (Duke y Cohen, 1986; 

Zubiaga y cols., 1992; Armant y cols., 1995; Min y cols., 1995; Rebollo y cols., 1995). 

Además, se ha descrito que la señal de supervivencia mediada por IL-2 se produce sin 

afectar a la actividad proliferativa (Boise y cols., 1995; Zamorano y cols., 1998). En 

nuestro trabajo no encontramos regulación de la proliferación de las células B16 en ningún 

sentido: no hubo inhibición ni a las dosis más altas testadas; sin embargo hubo un ligero 

incremento en la actividad clonogénica, aunque las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas. 

 

 Por otra parte, PI3K/AKT parece ser un elemento clave que liga el RIL-2 con el 

citoesqueleto a través de la activación de Rac1 (Basquin y Sauvonnet, 2013). Aunque 

nosotros no hemos determinado la expresión de PI3k/AKT en las células B16, podemos 

hipotetizar que IL-2 podría resultar un factor protector para las células tumorales B16. 

 

 En nuestro trabajo se registró una disminución en la expresión de ICAM-1 (en 

torno al 15%) por efecto de IL-2 en B16F1, pero no en B16F10. No podemos concluir, 

por tanto, que la modulación de ICAM-1 esté involucrada en el efecto prometastático de 

la IL-2 observado in vivo (Boyano y cols., 1997), ya que las experiencias se habían 

realizado con B16F10. 
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 Así todo, resultados recientes sugieren que IL-2 induce de alguna manera un 

aumento de la supervivencia de las células B16. En un trabajo reciente se monitoriza in 

vivo el efecto de la producción local de IL-2 utilizando B16F10 transfectadas con IL-2: 

aunque baja el crecimiento tumoral debido fundamentalmente a lisis por células T, un 

pequeño número de células perdura y da lugar a metástasis, lo que sugiere que los cambios 

inducidos por la IL-2 en las células B16 puede estar favoreciendo de alguna manera la 

actividad tumoral de estas células (Gerber y cols., 2012). Los autores proponen que las 

células entran en un estado “durmiente” que puede ser prolongado en el tiempo. Este 

estado “durmiente” parece ser especialmente relevante en la diseminación del melanoma 

humano y puede ser inducido por el microambiente tumoral (Ossowski y Aguirre-Ghiso, 

2010; Bragado y cols., 2012). 

 

1.2. Expresión del sistema IL-2/RIL-2 en el melanoma B16 

 

 La presencia del sistema IL-2/RIL-2 se considera muy restringida, limitándose a 

células de tipo linfoide. Sin embargo unos pocos grupos han estudiado la expresión y 

actividad de este sistema de señalización en células no linfoides. Así, su presencia se 

describió en células de la glándula pituitaria (Arz y cols., 1992; Arz y cols., 1993), en 

células de tipo fibroblástico (Plaisance y cols., 1994; Gruss y cols., 1996; Corrigall y cols., 

2001); y más recientemente, en células endoteliales (Krieg y cols., 2010; Jen y cols., 

2012). 

 

 En el caso de células tumorales, la expresión del sistema IL-2/RIL-2 se ha 

estudiado fundamentalmente en células de carcinoma por el grupo de Theresa L. 

Whiteside (Weidmann y cols., 1992; Yasumura y cols., 1994; Lin y cols., 1995; Reichert y 

cols., 2000), y en melanoma, por el grupo de Azzarone (Alileche y cols., 1993; Plaisance y 

cols., 1993; Han y cols., 1996; Azzarone y cols., 1996; Doucet y cols., 1997), además de 

nuestro propio grupo (García de Galdeano y cols., 1996; Boyano y cols., 1997; Boyano y 

cols., 1997(a); Boyano y cols., 1999; Boyano y cols., 2000; García-Vázquez y cols., 2000; 

García de Galdeano y cols., 2001). 

 

 Como ya se ha mencionado, el estudio de la expresión del sistema IL-2/RIL-2 en 

las células B16 reveló que ambas sublíneas expresan la subunidad beta del RIL-2, sin 

embargo no expresan la subunidad alfa y no producen IL-2 soluble. 
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 El receptor funcional de la IL-2 está formado por 3 subunidades, alfa, beta y 

gamma en el linfocito Th activado, aunque las subunidades  son los componentes 

responsables de la transmisión de la señal (Malek y Castro, 2010). De hecho, aunque la 

subunidad alfa tiene un papel muy importante en la activación de células T y es 

responsable de la alta afinidad del receptor funcional, otros tipos linfoides como T 

citotóxicos CD8+ sólo expresan ; además tampoco es necesaria para la activación de las 

células NK (Minami y cols., 1993; Gaffen y cols., 2001; Kim y cols., 2006; Pillet y cols., 

2010; Waysbort y cols., 2013). 

 

 En células fibroblásticas, aunque un estudio previo había descrito la expresión de 

las subundiades alfa y beta (Gruss y cols., 1996), otro estudio posterior identifica las 

subunidades , pero no la alfa (Corrigall y cols., 2001). Por otra parte, en células 

endoteliales, el RIL-2 parece estar formado por las 3 cadenas (Kriegg y cols., 2010). 

 

 En melanoma humano la composición del RIL-2 parece variar en función de la 

línea estudiada o del tipo de lesión. Así, aunque varios estudios describen la expresión de 

las tres subunidades del RIL-2 (Plaisance y cols., 1994; Han y cols., 1996; Doucet y cols., 

1997; García-Vázquez y cols., 2000), Doucet y cols., obtienen líneas de melanoma que 

expresan sólo ; así mismo, el análisis de lesiones de melanoma mostró la presencia de la 

subunidad beta pero no la alfa (McMillan y cols., 1995). De acuerdo con esto, en un 

estudio reciente se describen 3 líneas de melanoma que expresan RIL-2 que no contiene la 

subunidad alfa (Jen y cols., 2012). Los autores demuestran la funcionalidad del receptor 

por activación de STATs específicas y también porque las células eran respondían a IL-15, 

que, al igual que la IL-2, utiliza las subunidades  para transducir la señal. De forma 

similar, nuestros resultados indican que las subunidad alfa no es necesaria para inducir 

modulación de la actividad de las células B16. 

 

 Por otra parte, se han descrito niveles de expresión altos en melanoma humano, 

superiores al 50%. Nosotros también obtuvimos un porcentaje de expresión alto cuando 

realizamos el análisis de citometría de flujo utilizando células fijadas, sin embargo la 

expresión cambió totalmente cuando se analizaron células sin fijar, desapareciendo 

prácticamente en el caso de la subunidad alfa, lo que indica que las diferencias 

mencionadas pueden deberse a cuestiones metodológicas. 

 En nuestro estudio no hemos determinado la expresión de IL-2R gamma, por lo 

que no podemos excluir que sea un componente del RIL-2 en las células B16. En 

cualquier caso la expresión sólo de la subunidad beta puede ser suficiente para transmitir 
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la señal. Así, se ha descrito la presencia de homodímeros de RIL-2 beta capaces de unirse 

a la IL-2 y formar complejos funcionales (Pillet y cols., 2008). 

 

 La regulación del receptor se ha estudiado a fondo en las células linfoides y se ha 

demostrado que está regulada por la propia IL-2 (Depper y cols., 1985; Pillet y cols., 

2010), y es precisamente la expresión de la subunidad alfa la que aumenta 

considerablemente. Nosotros hemos estudiado esta posible inducción, pero el tratamiento 

con IL-2 sin embargo, no estimuló la expresión de este componente en ninguna de las 

sublíneas de B16; aunque sí aumentó los niveles de la subunidad beta. 

 

 En cuanto a la producción de IL-2, se ha descrito expresión de IL-2 por líneas de 

melanoma humano y en lesiones in situ (Alileche y cols., 1993, McMillan y cols., 1995; 

García-Vázquez y cols., 2000). También en líneas de carcinoma humano (Lin y cols., 

1995; Reichert y cols., 2000) y en células de la pituitaria (Arz y cols., 1992). Estos 

trabajos demuestran expresión a nivel del mensajero y también, en algunos casos, la 

presencia de IL-2 endógena pero unos niveles muy bajos de IL-2 liberada en el medio de 

cultivo. Nuestros resultados mostraron que las células B16 no liberan espontáneamente 

IL-2, lo que sugiere que una utilización paracrina del factor por las células B16, sin excluir 

la posibilidad de la expresión endógena de IL-2. 

 

1.3. Efecto inducido por IL-6: modulación de la invasión y de la expresión de VLA-4 

 

 El tratamiento in vitro con IL-6 indujo supresión de la actividad invasiva en ambas 

sublíneas; sin embargo se produjo un aumento de adhesión inducido tal como mostró el 

ensayo de adhesión a matrigel o la expresión de VLA4-. La IL-6 no resultó tóxica para 

las células ni siguiera a las dosis más altas utilizadas, y la actividad proliferativa se 

mantuvo inalterada. En cuanto a la actividad clonógenica se registró un cierto descenso en 

el caso de las células B16F10, si bien, las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas; sin embargo, aumentó la resistencia a Actinomicina D. Por último, no hubo 

liberación de IL-6 por las células de melanoma en condiciones basales, ni cuando las 

células se estimularon con PMA. Estos resultados sugieren que; aunque sin excluir otros 

posibles mecanismos, la modulación de las propiedades de adhesión podría ser un 

mecanismo responsable del efecto prometastático de la IL-6 que habíamos registrado en 

trabajos previos (García de Galdeano y cols., 1998); y que podría favorecer la 

extravasación de las células B16 y colonización de órganos como el hígado o pulmón. 

 



Discución 

155 

 Los primeros estudios sobre la IL-6 y el melanoma enfocaban el rol de IL-6 como 

un factor producido por las células del sistema inmune con actividad antitumoral. Estos 

trabajos describían la existencia de células de melanoma susceptibles y resistentes a la 

acción inhibidora de la IL-6. La adquisición de resistencia se asociaba a progresión 

tumoral e incluso se proponía que en este proceso la IL-6 se podría convertir en un factor 

de crecimiento que podrían utilizar de forma autocrina las células de estadios avanzados 

de melanoma (Lu y Kerbel, 1993; Silvani y cols., 1995; Florenes y cols., 2000; Bohm y 

cols., 2001). 

 

 Estudios posteriores han confirmado que las células de melanoma, sobre todo de 

mayor malignidad son resistentes a un efecto inhibidor de la IL-6 y el efecto protumoral de 

esta citocina se ha comprobado en modelos de ratón deficientes en IL-6: los ratones IL-6
-/-

 

eran más resistentes al desarrollo de melanomas inducidos (von Felbert y cols., 2005). La 

IL-6 favorece las vías de supervivencia, pero más recientemente, se ha descrito que la IL-6 

también promueve angiogénesis en melanoma (Karst y cols., 2009), o que favorece la 

evasión de la actividad del sistema inmune al inducir la liberación de otra citocina, la IL-

10, un potente factor inmunosupresor (Terai y cols., 2012). 

 

 En el melanoma B16 se han descrito efectos contrapuestos de la IL-6. Los 

primeros trabajos sugerían un rol antitumoral para la IL-6. De acuerdo con esto, el 

tratamiento con IL-6 eliminaba la colonización metastática (Katz y cols., 1993) y el 

crecimiento tumoral era menor cuando las células B16 eran transfectadas con IL-6 (Sun y 

cols., 1992; Cao y cols., 1995; Mackiewicz y cols., 1995; Ledda y cols., 1996) o bien con 

IL-6 junto con el receptor soluble sIL-6R (Ozbek y cols., 2001). 

 

 A diferencia de estos resultados, Mckenzie y cols. (1994) observaban un mayor 

crecimiento tumoral cuando los ratones eran inoculados con IL-6, lo que coincidía con 

nuestros propios resultados (García de Galdeano y cols., 1998). Posteriormente se ha 

confirmado el efecto protumoral de la IL-6 en el melanoma B16 y se han propuesto 

distintos mecanismos. Así, en células B16F10 la IL-6 induce la expresión de factores 

asociados con progresión tumoral como la enzima iNOS (sintasa inducible de óxido 

nítrico) (Kang y cols., 2007). Otros autores describen la inducción por IL-6 de la 

transición epitelio-mesenquimática asociada a una mayor capacidad de invasión (Kushiro y 

Nuñez, 2012). 

 

 Nuestro resultados sugieren que otro mecanismo responsable del efecto 

prometastático de la IL-6 podría ser la modulación de la capacidad de adhesión, que 
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podría estar mediada por un aumento de VLA-4, una molécula de la familia de las 

integrinas de gran relevancia en la biología tumoral (Hood y Cheresh, 2002; Moschos y 

cols., 2007; Desgrosellier y Cheresh, 2010). 

 

 Los cambios en los niveles de expresión de VLA-4 obtenidos en nuestro trabajo no 

son de gran magnitud, aun así, podrían ser relevantes para la eficacia de la adhesión de las 

células B16 al endotelio. De hecho, incluso sin que se modifique el nivel de expresión, 

cambios en el estado de activación de la molécula (Chigaev y cols., 2003; Chigaev y cols., 

2007) o en la organización espacial de VLA-4 en la superficie de las células (Wang y cols., 

2011) pueden tener consecuencias sobre la capacidad de adhesión. 

 

 En melanoma humano, la expresión de integrinas, y más en concreto, la expresión 

de VLA-4 se ha asociado a un aumento en la capacidad metastática (Holzmann y cols., 

1998; Johnson, 1989; Kuphal y cols., 2005). Este aumento se debe a que VLA-4 que 

favorece la interacción con el endotelio y por tanto la extravasación y formación de focos 

secundarios en nuevas localizaciones. Así mismo, la expresión de VLA-4 se ha asociado 

con progresión tumoral, tal como se ha visto en pacientes de melanoma (Schadendorf y 

cols., 1995). 

 

 Tanto en melanoma como en otros tipos tumorales, la adhesión de VLA-4 al 

endotelio del órgano diana está mediada por la molécula VCAM expresada en las células 

endoteliales y la inhibición de la interacción VCAM-VLA-4 por anticuerpos monoclonales 

o por otros agentes resultaba en una menor colonización metastática (Menter y cols., 

1995; Garofalo y cols., 1995; Saini y cols., 1997; Danen y cols., 1998; Klemke y cols., 

2007; Liang y Dong, 2008). Dada la relevancia de la interacción VLA-4/VCAM para el 

desarrollo tumoral de melanoma, se han propuesto nuevas estrategias terapéuticas basadas 

en su bloqueo (Fritzsche y cols., 2008; Schlesinger y cols., 2012). 

 

 En melanoma B16 se han obtenido resultados similares tras bloqueo de la adhesión 

mediada por VLA-4 (Xu y cols., 1998; Langley y cols., 2001; Ledezma y cols., 2004), 

aunque estos estudios no dejaban claro cuál era el mecanismo exacto implicado. Así 

mismo, en células B16, la inducción de la expresión de VLA-4 por estimulación con otras 

citocinas (Okahara y cols., 1994; Anasagasti y cols., 1996; Valcárcel y cols., 2014) 

conducía a mayor actividad metastática. 

 

 La mayor expresión de VLA-4 se asocia a metástasis, por ser un elemento clave en 

la adhesión de las células de melanoma al endotelio, pero este efecto puede ser 
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independiente del efecto directo sobre invasión. De hecho, aunque se ha descrito 

interacción directa entre VLA-4 y el citoesqueleto con activación de vías que conducen a 

la regulación de formación de fibras de estrés y contactos focales (Mostafavi-Pour y cols.; 

2003; Peterson y cols., 2005), la implicación directa de VLA-4 en el proceso de invasión 

no está bien definida. 

 

 En melanoma humano, varios trabajos han descrito la asociación entre VLA-4 e 

invasión (Xu y cols., 1998; Liu y cols., 2002; Moyano y cols., 2003; Klemke y cols., 2007; 

Liang y Dong, 2008; Lee y cols., 2009), sin embargo, otras integrinas como v3 y 51 

parecen estar ser más directamente responsables de la capacidad invasora (Seftor y cols., 

1999, Dang y cols., 2006). 

 

 Así mismo, en melanoma se han encontrado antagonismos entre diferentes 

integrinas que conllevan un feedback negativo en cuanto a su efecto sobre la invasión: 

41 regula negativamente la actividad de 51, de forma que mientras que 51 induce 

la liberación de MMP2 y MMP7 y aumenta la invasión, como consecuencia de su 

interacción con 41, se elimina este efecto. De hecho se ha encontrado asociación entre 

upregulación de 41 y downregulación de MMPs (Huhtala y cols., 1995; Misra y cols., 

2005). De acuerdo con esto, en melanoma B16, se ha demostrado que el aumento de la 

expresión de VLA-4 conduce a una pérdida de la capacidad invasiva (Qian y cols.; 1994). 

 

 Nuestros resultados, confirman los obtenidos por estos autores: podría ser que el 

aumento de VLA-4 confiera a las células más posibilidad de adhesión al endotelio in vivo 

pero que VLA-4 contribuya al menos en parte a un descenso en la invasión; sin excluir que 

ambos efectos sean independientes. En cualquier caso es interesante la relación entre 

VLA-4 e IL-6, ya que la unión de VLA-4 con su ligando parece que induce la expresión 

de IL-6 en células endoteliales (Zohlnhofer y cols., 2000), lo que podría contribuir al 

microambiente tumoral. 

 

 Independientemente de su efecto sobre VLA-4, la IL-6 podría modular la 

capacidad de invasión por otros mecanismos. Sin embargo, en general la IL-6 se considera 

proinvasiva. Este efecto proinvasivo se ha descrito para linfocitos T, fibroblastos o células 

del trofoblasto (Weissenbach y cols., 2004; Yamaguchi y cols., 2008; Jovannovic y 

Vicovac, 2009) y para distintos tipos tumorales como linfomas, cáncer de ovario, de 

mama y otros carcinomas (Obata y cols., 1997; Kossakowska y cols., 1999; Lin y cols., 

2007; Rodier y cols., 2009; Tang y cols., 2011). Se ha propuesto como mecanismo la 

activación de proteínas de las metaloproteinasas (MMPs) y también se ha involucrado la 
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vía RhoA/ROCK. Además, en un trabajo reciente, la IL-6 se ha involucrado en la 

inducción de la transición epitelio-mesenquimática que conduce a mayor invasión (Kushiro 

y cols., 2012). 

 

 Por otro lado, también se ha descrito que la IL-6 inhibe migración linfocitaria en 

linfomas de células B (Lu y cols., 2007), o que el efecto puede depender de la dosis de IL-

6 utilizada (Hsu y Chung, 2006). En el tratamiento de las células B16 utilizamos altas 

dosis de IL-6 (2000 U/ml), lo que pueda explicar en parte nuestros resultados. 

 

 De forma paralela al estudio con la IL-2, determinamos la actividad proliferativa y 

clonogénica de ambas sublíneas B16 en presencia de IL-6, pero no registramos ningún 

efecto. Sin embargo, al igual que con la IL-2, obtuvimos que las células tratadas 

previamente con IL-6 superaban el efecto negativo inducido por Actinomicina D, 

recuperando su actividad normal. Estos resultados apuntan a un rol de factor de 

supervivencia para IL-6 en las células del melanoma B16 que podría subyacer al efecto 

prometastático in vivo que habíamos obtenido en estudios previos por tratamiento in vitro 

de las células B16 con IL-6. 

 

 El efecto antiapoptótico de IL-6 se ha demostrado sobre células del sistema 

inmune y otros tipos celulares (Teagge y cols., 1997). Muchos de los efectos protumorales 

de la IL-6 se han asociado a la activación de STAT3, ya que desaparecen con la 

eliminación de este factor de transcripción. 

 

 STAT3, un elemento crucial en la transmisión intracelular de la señal IL-6 (Ihle, 

2001), ha adquirido un claro protagonismo en la biología tumoral (Bromberg y cols., 

1999; Yu y Jove, 2004; Huang, 2007; Yu y cols., 2007; Aggarwal y cols., 2009). 

 

 Aunque se había descrito inhibición de este factor asociada al desarrollo de 

resistencias a IL-6 (Bohm y cols., 2001), estudios posteriores apuntan claramente a una 

participación de STAT3 en el desarrollo tumoral y metástatico del melanoma, en gran 

parte debido a su efecto en la supervivencia de las células, es decir, como agente 

antiapoptótico (Niu y cols., 2002; Xie y cols., 2004; Kortylewski y cols., 2005; Homsi y 

cols., 2006; Xie y cols., 2006; Messina y cols., 2008; Nicholas y Lesinski, 2011). 

 

 Aunque nosotros no hemos determinado la expresión de STAT3, podríamos 

hipotetizar que su activación podría estar implicada en el efecto prometastático de la IL-6 
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al favorecer la supervivencia o la resistencia al sistema inmune de las células tumorales, lo 

que estaría de acuerdo con los estudios de Niu y cols. (1999, 2001) en el melanoma B16, 

y de otros autores (Alshamsan y cols., 2010; Kong y cols., 2010; Alshamsan y cols., 

2011). Sin embargo esta hipótesis estaría en desacuerdo con los resultados de Yang y 

cols. (2010), según los cuales STAT3 es esencial para la actividad invasiva de las células y 

ésta se pierde si se bloquea la expresión de STAT3. Teniendo en cuenta este dato, parece 

poco probable que el efecto de la IL-6 esté mediado por STAT3 en nuestro modelo. 

 

 En cualquier caso otros mecanismos podrían estar involucrados en el rol protector 

de la IL-6 sobre las células de melanoma. Así, estudios in vivo realizados por el grupo de 

Estrela y cols. adjudican a la IL-6 un papel relevante como factor paracrino que favorece 

la supervivencia de las células B16 de forma indirecta, al inducir la liberación de hormonas 

que aumentan la concentración y actividad de glutatión (GGS) y por tanto la supervivencia 

de las células tumorales; y que conduce en último término a una mayor colonización 

metastática (Obrador y cols., 2011; Valles y cols., 2013). 

 

 Por último, quisimos determinar si las células B16 eran capaces de liberar IL-6. 

Estudiamos la producción de IL-6 en condiciones basales y tras estimulación con PMA, un 

agente inductor de su expresión, sin embargo, los resultados fueron negativos para ambas 

sublíneas. 

 

A diferencia de nuestros resultados, el grupo de Estrela ha descrito síntesis de IL-6 

por las células tumorales, que además, contribuía al crecimiento tumoral y colonización 

metastática de forma indirecta, mediante la inducción de la liberación de glutatión por 

hepatocitos. Además, demuestran la inducción de la expresión de IL-6 en B16F10 por 

glucocorticoides y noradrenalina (Obrador y cols., 2011; Valles y cols., 2013). 

 

 La producción de IL-6 también se ha descrito en melanoma humano, tanto en 

líneas de celulares como en lesiones en distintos estadios; y varios estudios sugieren la 

implicación de la expresión de IL-6 en la progresión del melanoma. (Lee y cols., 1992; 

Colombo y cols., 1992; Benicelli y Guerry, 1993, Ciotti y cols., 1995, Francis y cols., 

1996, Lupetti y cols., 1996; Lázár-Molnár y cols., 2000; Elias y cols., 2010). Así mismo, 

se ha propuesto que las células de melanoma puede utilizar IL-6 de forma autocrina (Lu y 

cols., 1992; Lu y Kerbel, 1993; Mouawad y cols., 1996; Lázár-Molnár y cols., 2000). 

Además, como en el caso del melanoma murino, también en melanoma humano la 

noradrenalina induce la expresión de IL-6 tanto en líneas celulares como en biopsias 

(Yang y cols., 2010). 
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 El control de la producción de IL-6 parece ser esencialmente transcripcional, 

aunque también se han descrito mecanismos post-transcripcionales. Así, aunque se ha 

descrito algunos autores encuentran correlación entre la producción del mensajero y del 

factor soluble (Lupetti y cols., 1996), en otros casos las células expresaban el mensajero 

pero no liberaban IL-6 detectable (Colombo y cols., 1992, Lee y cols., 1992). De acuerdo 

con esto se ha descrito la expresión endógena de IL-6 en células de melanoma (Lu y cols., 

1993; Mouawad y cols., 1996). Aunque nosotros no lo hemos determinado, no podemos 

excluir la posibilidad que las células B16 produzcan IL-6 de forma endógena, ya que en 

estudios previos habíamos detectado la expresión del mensajero (García de Galdeano y 

cols., 1998). 
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2. Estudio del TNF en el melanoma B16 

 

2.1. Modulación por el TNF de las propiedades de invasión y adhesión 

 

 El TNF, de la misma forma que la IL-2 y la IL-6, se considera una de las 

principales citocinas proinflamatorias. Aunque inicialmente y tal como indica su nombre, 

se definió por su actividad lítica, más recientemente ha quedado en evidencia que esta no 

es su principal función y actualmente se considera más bien un potente factor regulador de 

muchos aspectos de la actividad celular incluyendo la modulación de la expresión génica 

(Old, 1985, Aggarwall, 2003; Wajant y cols., 2003; Varfolomeef y Ashkenazi, 2004; 

Walczak, 2011). Por otra parte, la actividad biológica del TNF tiene muchos aspectos en 

común con la de la IL-6 y sus efectos pueden ser sinérgicos. Con este punto de partida, 

decidimos estudiar la modulación inducida por el TNF sobre las células de melanoma B16 

con alta y baja capacidad metastática. 

 

 El tratamiento in vitro con TNF resultó en una disminución de la capacidad de 

invasión y pérdida de la actividad clonogénica de las células del melanoma. Así mismo, el 

TNF indujo un descenso en la tasa de adhesión a matrigel, aunque el tratamiento in situ 

con TNF no produjo cambios significativos. La expresión de VLA-4 disminuyó de forma 

significativa por efecto del TNF, si bien a 72 h se habían recobrado los valores controles. 

Por el contrario, la molécula de adhesión CD44, que se expresa prácticamente en el 100% 

de las células B16, no disminuyó y además, su intensidad aumentó significativamente. En 

cuanto al patrón de distribución de actina, no hubo cambios apreciables inducidos por el 

TNF. 

 

 El efecto negativo del TNF sobre la invasión no era el esperado ya que en general 

se ha considerado que TNF modula de forma positiva la actividad de migración e invasión. 

De hecho, su naturaleza proinflamatoria se explica en parte por su efecto sobre la 

migración de células de tipo leucocitario, posiblemente debido a la inducción de 

producción de factores de la familia de las quimiocinas o de sus receptores (Green y cols., 

1998; Franitza y cols., 2000; Sedgwick y cols., 2000; Brzezinska-Blaszcyk y cols., 2007). 

Además de favorecer la extravasación leucocitaria, el TNF parece estimular la invasión en 

células tumorales y se han propuesto varios mecanismos implicados. 

 

 Así, el efecto proinvasivo se ha asociado a la estimulación de las metaloproteínasas 

(MMPs) que degradan la matriz extracelular (Hagemannn y cols., 2004; Tanimura y cols., 
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2005; Seeger y cols., 2006), en el caso de melanoma fundamentalmente por estimulación 

de MMP-9; y se ha asociado con la progresión metastática (MacDougall y cols., 1999; 

Shellman y cols., 2006). Otros trabajos sin embargo, describen un efecto inductor de la 

invasión independiente de MMPs, que no varían (Zhu y cols., 2002; Katerinaki y cols., 

2003; Zhu y cols., 2004). 

 

 Aunque el efecto proinvasivo del TNF y su capacidad de estimular las MMPs está 

bien documentado, algunos trabajos demuestran que el TNF también es capaz de inhibir la 

invasión, asociado a supresión de actividad MMP (Qin y cols., 1998; Schmitmeier y cols., 

2000); e incluso habiendo un aumento de MMP-9 (Huber y cols., 2006). En este estudio 

los autores observan que la regulación negativa de la invasión inducida por TNF estaba 

mediado por el inhibidor del activador del plasminógeno (PAI-1), uno de los componentes 

del sistema activador del plasminógeno tipo uroquinasa (u-PA) (Andreasen y cols., 1997) 

que ya se había descrito previamente como un supresor de la migración (Stefansson y 

cols., 1996; Kjoller y cols., 1997). 

 

 Dado que el TNF es un activador de PAI-1 (Hou y cols., 2004), su inducción por 

el TNF en las células de melanoma B16 podría explicar la menor actividad invasiva; sin 

embargo, estudios previos con melanoma B16 no encuentran asociación entre expresión 

del sistema de activador del plasminógeno y actividad invasiva (Baramova y cols., 1994; 

Huijzer y cols., 1995). En cualquier caso es interesante señalar que, a pesar de regular 

negativamente la invasión, PAI-1 parece contribuir al crecimiento tumoral y metástasis 

debido, entre otros, a su efecto antiapoptótico o por su efecto sobre angiogénesis como se 

ha descrito en melanoma (Kwaan y cols., 2000; McMahon y cols., 2001; Lee y cols., 

2005). 

 

 El TNF también podría inducir cambios en el citoesqueleto. El citoesqueleto de 

actina constituye el elemento estructural fundamental en el proceso de migración e 

invasión y cambios en la proporción de F actina (actina polimerizada), en su localización y 

en las estructuras basadas en la actina se han asociado con una mayor tasa de invasión 

(Wang y cols., 2005; Yamazaki y cols., 2005; Yamaguchi y Condeelis, 2007; Olson y 

Sahai, 2008; Nürnberg y cols., 2011). Por otra parte, en células B16 se ha descrito que la 

invasión puede ser reprimida como consecuencia de modificaciones en elementos del 

citoesqueleto de actina (Fujita y cols., 2001; Kovacs y cols., 2006). 

 

 La participación del TNF en la modulación del citoesqueleto de actina es compleja, 

con resultados que pueden ser contrapuestos incluso en el mismo tipo celular: en 
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fibroblastos promueve la generación de fibras de estrés aunque también induce la 

desaparición de la formación de filopodios con disminución de la migración y quimiotaxis 

(Peppelenbosch y cols., 1999; Hanna y cols., 2001; Gadea y cols., 2004). Este resultado es 

interesante ya que se ha descrito en melanoma B16 que estructuras citoesqueléticas 

similares a los filopodios (microespículas) participan en la formación de la lamela o frente 

de migración (Nemethova y cols., 2008), y por tanto, son importantes para la capacidad 

de invasión de las células B16. 

 

 Por otra parte el TNF es uno de los agentes capaz de inducir la transición epitelio-

mesenquimal (EMT) y contribuir así a un aumento de la invasión por células tumorales 

(Chua y cols., 2007; Wu y Zhou, 2010). El efecto parece mediado por NF-B y uno de los 

mecanismos propuestos es que el TNF induce la estabilización de la proteína Snail que a 

su vez, está directamente implicada en la desaparición de la adhesión mediada por E-

cadherina (epitelial) y la inducción de vimentina (mesenquimática). Snail se ha asociado a 

EMT tanto en melanoma humano, como en células B16 (Kuphal y cols., 2005; Kushiro y 

cols., 2011; Kushiro y Nuñez, 2012), por lo que podría esperarse que el TNF pondría en 

marcha esta vía en las células B16. 

 

 Para determinar la posible modulación de TNF sobre el citoesqueleto de las células 

B16 realizamos un estudio morfológico mediante tinción con TRITC-faloidina de la 

distribución de filamentos de actina, pero como ya hemos mencionado, no apreciamos 

cambios morfológicos apreciables entre células control y tratadas. Es posible sin embargo, 

que las condiciones de nuestro ensayo no hayan permitido recoger en su totalidad el efecto 

del TNF sobre el citoesqueleto de actina. 

 

 En cualquier caso parece evidente que el TNF está bloqueando por alguna vía los 

mecanismos implicados en motilidad de las células B16. De hecho, el TNF interactúa 

directamente con muchas de la enorme variedad de proteínas que regulan el 

comportamiento del citoesqueleto, de la motilidad y por tanto, del mayor o menor grado 

de invasión. 

 

 Así, se ha descrito la interacción entre TNF y las proteínas de la familia Rho-

GTPasas que conduce a la remodelación del citoesqueleto de actina y de las propiedades 

de adhesión celular, sobre todo en el caso de células endoteliales (Wojciak-Stothard y 

cols., 1998; Peppelenbosch y cols., 1999; Gadea y cols., 2004; Osiak y cols., 2005; 

Papaharalambus y cols., 2005; Mckenzie y Ridley, 2007; Mong y cols., 2008; Kant y cols., 

2011). El TNF es capaz de interactuar con los tres tipos fundamentales de Rho-GTPasas 
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(Rho, Rac y Cdc42) (Ridley, 2001; Burridge y Wennerberg, 2004). Otra familia de 

proteínas, la familia ERM (ezrina-radixina-moesina), fundamentales para el anclaje del 

citoesqueleto en la membrana plasmática (Bretscher y cols., 2002; Arpin y cols., 2011) 

también podría ser regulada por el TNF (Koss y cols., 2006). 

 

 En melanoma la actividad de ezrina y de moesina se ha asociado a fenotipo 

metastático (Brambilla y Fais, 2009; Federici y cols., 2009) ya que contribuye a la 

migración e invasión (Estecha y cols., 2009; Lorentzen y cols., 2010). Sin embargo, es 

interesante señalar que, aunque ezrina se localiza habitualmente en el citoplasma, se ha 

descrito también su presencia en el núcleo y su posible implicación en supervivencia 

(Gautreau y cols., 1999; Batchelor y cols., 2004; DiCristofano y cols., 2010). Si tenemos 

en cuenta que en la translocación de ezrina al núcleo participa RhoA (Kishore y cols., 

2005), quizá la Rho-GTPasa más relevante para la actividad del TNF, y que RhoA se ha 

implicado en la regulación negativa de la invasión, podríamos hipotetizar que en las células 

B16, el TNF vía la proteína RhoA podría estar induciendo un descenso en la 

concentración de ezrina, lo que podría explicar la disminución de la capacidad invasiva de 

las células. 

 

 El bloqueo de la invasión inducido por TNF podría estar relacionado también con 

la modulación de las propiedades de adhesión. Precisamente la inducción de VCAM-1 

(molécula de adhesión vascular 1) en el endotelio por TNF subyace al efecto 

prometastático del factor descrito en el melanoma B16: el número de metástasis 

pulmonares aumentaba cuando se administraba TNF a los ratones antes de la inoculación 

de las células tumorales y este efecto se anulaba cuando se bloqueaba VCAM-1 con 

anticuerpos monoclonales. Las células B16 se adhieren al endotelio por medio de la 

integrina VLA-4 expresada en su superficie por lo que los autores concluyen esta 

interacción es crucial para el desarrollo de los focos metastáticos (Okahara y cols., 1994). 

Posteriores resultados han corroborado la participación de las moléculas 41 y VCAM-1 

en la formación de focos metastáticos y la importancia de su modulación en melanoma 

B16 y también en melanoma humano (Higashiyama y cols., 1996; Cardones y cols., 2003). 

De hecho, Cardones y cols. (2003) sugieren que 41 es la molécula de adhesión 

fundamental para la formación de focos metastáticos por las células B16. 

 

 Aunque de forma general se admite que el TNF estimula las propiedades de 

adhesión del endotelio, regulando moléculas como VCAM-1 y E-selectina (Xia y cols., 

1998; Makondo y cols., 2004), el TNF puede regular negativamente ciertos procesos de 

adhesión como la unión mediante cadherinas que se suprime en la ya mencionada 
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transición epitelio-mesenquimática. Por otra parte, no está claro el efecto directo de TNF 

sobre las integrinas. De hecho el TNF, como agente antitumoral frente a melanoma, es 

capaz de inhibir la expresión de integrinas en el endotelio, lo que conduce a muerte celular 

y eliminación de la red vascular tumoral (Rüegg y cols., 1998). 

 

 En nuestro trabajo pudimos comprobar que las células B16 tratadas con TNF 

muestran una cierta disminución en la expresión de VLA-4 y también pierden capacidad de 

adhesión. Aunque probablemente este descenso no sea suficiente para explicar el bloqueo 

de la invasión por efecto del TNF, es posible que sea uno de los mecanismos implicado. 

Como ya se ha mencionado para la IL-6, en melanoma se ha encontrado correlación entre 

la expresión de la proteína 4 y el aumento de migración e invasión, por lo que la menor 

expresión de 4 en las células B16, podría explicar en parte el descenso en la actividad 

invasiva de las células. Nuestros datos sin embargo, no concuerdan con los obtenidos en 

melanoma humano donde se ha descrito un aumento de expresión de 4 inducido por 

TNF asociado a invasión (Zhu y cols., 2002). 

 

 Otra de las moléculas de adhesión que estudiamos en este trabajo es CD44, una 

glicoproteína de superficie, considerado como el receptor del ácido hialurónico (HA) y 

que media la adhesión de la célula a la matriz extracelular (Aruffo y cols., 1990; Underhill, 

1992; Goodfison y cols., 1999; Turley y cols., 2001; Ponta y cols., 2003; Thorne y cols., 

2004). Debido a su interacción con la matriz extracelular, CD44 se ha implicado en la 

migración y tráfico celular pero también en la transmisión de señales. Por todo ello, la 

expresión de CD44 y particularmente variantes específicas, se ha asociado con la 

progresión tumoral y con mayor actividad metastática (Naor y cols., 1997; Marhaba y 

cols., 2004; Louderbough y Schroeder, 2011). 

 

 En nuestro estudio todas las células estudiadas mostraron una alta expresión de 

CD44 que no variaba en función de la línea de mayor o menor capacidad metastática. 

Cuando las células se trataron con TNF, la intensidad de expresión de CD44 aumentó 

significativamente en ambas líneas. 

 

 Estos resultados concuerdan con otros datos que describen una expresión 

constitutiva de CD44 en el melanoma B16, aunque puede haber diferencias según la línea 

estudiada (Lakshmi y cols., 1997). En general CD44 parece tener un rol protumoral en el 

melanoma B16 ya que el bloqueo de CD44 con péptidos específicos resultaba en un menor 

número de metástasis pulmonares y en una mejora de la supervivencia de los ratones 

(Mummert y cols., 2003, Hibino y cols., 2004). 
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 Así mismo, en células de melanoma humano, el bloqueo de la expresión de CD44 

conduce a inhibición del desarrollo tumoral “in vivo” (Guo y cols., 1994; Ahrens y cols., 

2001). Particularmente la variante CD44v5 se expresa en melanoma, aunque existen 

discrepancias en cuanto a su correlación con la malignidad (Dietrich y cols., 1997). El 

efecto protumoral de CD44 puede ser debido a favorecer la invasión de las células 

mediada por inducción de metaloproteínasas aunque también a estimulación de la 

proliferación (Faassen y cols., 1992; Takahashi y cols., 1999 Ahrens y cols., 2001; 

Edward y cols., 2005; Anderegg y cols., 2009; Hernández y cols., 2011). 

 

 Por otra parte, la inducción de la expresión de CD44 por el TNF está bien 

documentada (Osada y cols., 1995; Levesque y Haynes, 1997; Maiti y cols., 1998; Leir, 

2000; Gee y cols., 2002). Parece ser que el TNF induce modificaciones 

postranscripcionales necesarias para la funcionalidad de la molécula (Levesque y Haynes, 

1999; Delcommenne y cols., 2002), aunque este efecto que puede estar acompañado de 

aumento en la tasa de invasión (Barshisat y cols., 2002; Muthukumaran y cols., 2006). 

 

 En nuestro estudio el TNF aumentó la expresión de CD44 pero disminuyó la tasa 

de invasión; es posible sin embargo, que en el melanoma B16, el bloqueo de la invasión 

pueda producirse independientemente de CD44. De hecho, Gava y cols., describen un 

descenso en la tasa de invasión de B16F10, sin modificación en CD44 (Gava y cols., 

2006). De acuerdo con esto, estudios más recientes han descrito una correlación inversa 

entre expresión de CD44 e invasión: microRNAs promueven invasión al inhibir el CD44; 

es decir, que parece necesario que baje la expresión de CD44 para que haya invasión 

(Huang y cols., 2008). 

 

 En cualquier caso, aunque CD44 no esté involucrado en la actividad invasiva de las 

células B16 puede ser que su mayor expresión tenga consecuencias sobre la actividad 

tumoral de las células; de hecho actualmente se considera que CD44, además de su papel 

en adhesión/migración, puede modular vías de señalización que conducen a supervivencia 

(Ponta y cols., 2003). Así se ha descrito la inducción de la vía IP3k-Akt, tanto en células 

del sistema inmune (Gore y cols., 2008; Baaten y cols., 2010) como en varios tipos 

tumorales (Bates y cols., 2001; Fujita y cols., 2002; Bourguignon y cols., 2009) y se ha 

propuesto que este efecto puede ser clave para inducir y aumentar la eficiencia metastática 

(Godar y cols., 2008, Klingbeil y cols., 2009). Además, a través la vía IP3k-Akt, CD44 

contribuye al aumento de resistencia a drogas que exhiben las células tumorales al 

aumentar la expresión de MDR1 (Misra y cols., 2005; Bourguignon y cols., 2007; Hao y 
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cols., 2010). Así mismo, otros autores asocian el aumento de CD44 con mayor 

supervivencia por activación de NF-B (Gore y cols., 2008); o al bloqueo de la vía Fas 

inactivando el programa que conduce a apoptosis (Mielgo y cols., 2006). Es posible por 

tanto, que el aumento de CD44 inducido por TNF en las células B16 podría tener un 

efecto protumoral. 

 

2.2. Modulación por el TNF de la capacidad de formación de colonias, la actividad 

proliferativa, el ciclo celular y estado redox de las células B16 

 

 Siguiendo el mismo planteamiento que para la IL-2 e IL-6, estudiamos la 

capacidad de formación de colonias y proliferación en las células tratados con TNF y 

además, completamos esta parte del trabajo con el análisis del ciclo celular. A diferencia 

del efecto de IL-2 o IL-6, los resultados demostraron una disminución de la actividad 

clonogénica inducida por TNF en ambas sublíneas F1 y F10, alcanzando un descenso del 

90% para una concentración de TNF de 100 ng/ml. También disminuyó la actividad 

proliferativa aunque el efecto fue más pronunciado a baja concentración de suero. 

Además, el análisis morfológico tanto de las colonias como de los tapices celulares puso 

en evidencia que no había muerte celular: el tratamiento con TNF no sólo no resulto 

citotóxico; por el contrario, los cultivos, al igual que ocurría con IL-2 e IL-6 mostraban un 

aspecto homogéneo y muy regular; de hecho las células B16 proliferaron incluso a altas 

concentraciones de TNF (500 ng/ml). Por último, el análisis del ciclo celular confirmó el 

efecto citostático del TNF y la ausencia de muerte celular. 

 

 El efecto de TNF sobre la capacidad proliferativa puede variar mucho, incluso ser 

opuesto según el contexto. Inicialmente al TNF se le asignó un rol antiproliferativo 

asociado a su efecto apoptótico (Sugerman y cols., 1985). Datos posteriores han 

demostrado que TNF es capaz de inducir la proliferación en una variedad de células 

normales (Suda y cols., 1990; Watanabe y cols., 1997, Radeff-Huang y cols., 2007; Kim y 

cols., 2012), así como en células tumorales (Lachman y cols., 1987; Gelin y cols., 1991; 

Wu y cols., 1993; Gaiotti y cols., 2000; Liu y cols., 2000; Park y cols., 2001; Radeff-

Huang y cols., 2007); e incluso se ha descrito un efecto opuesto según la dosis del factor 

(Lewis y cols., 1987; Kaiser y cols., 1999). 

 

 En melanoma humano el efecto de TNF sobre la proliferación parece ser 

inhibitorio (Helson y cols., 1975; Muhukkumar y cols., 1996; Hattori y cols., 2001), si 

bien se ha descrito una diferencia en la respuesta asociada a mayor o menor malignidad, 

inhibiendo la proliferación de melanocitos y células de estadios tempranos pero no de 
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estadios avanzados (Swope y cols., 1991; Lázár-Molnár y cols., 2000). De acuerdo con 

esto, se ha descrito que el TNF no afecta a la proliferación de células B16 con capacidad 

metastática, aunque sí se observa supresión de la actividad clonogénica asociado a 

bloqueo de la invasión in vitro (Fleishmann y cols., 1996; Fujita y cols., 2001). 

 

 Nuestros resultados demostraron que el TNF afecta claramente al estado 

proliferativo de las células B16: las células progresan a través del ciclo celular pero más 

lentamente, aunque la presencia de suero enmascara el efecto antiproliferativo del TNF y 

lo contrarresta en parte. Este enlentecimiento del ciclo se vio muy claramente tras varios 

días de cultivo (4-5). Así, mientras que los tapices de células no tratadas habían llegado a 

confluencia y se acumulaban en G0-G1, los tratados con TNF estaban aún en proliferación 

activa: las células que habían entrado más tarde en fase S estaban todavía en fase S y G2-

M. No había casi células en estas fases en las no tratadas. La ralentización del ciclo por 

TNF parece deberse a un acúmulo en G0/G1 que podría deberse a inhibición de la síntesis 

de DNA, tal como han observado otros autores (Belizario y Dinarello, 1984; Hattori y 

cols., 2001), aunque en el caso de fibroblastos también se ha descrito detención en fase G2 

del ciclo celular inducida por TNF (Dazynkiewicz y cols., 1984). 

 

 Por otra parte, pudimos comprobar que el ensayo de proliferación XTT estaba 

infravalorando el efecto citostático del TNF. Una explicación de esta discrepancia puede 

ser que el TNF induzca cambios metabólicos en la célula que interfieran con el ensayo. 

 

 El ensayo XTT es un ensayo colorimétrico que se basa en la reducción del 

tetrazolio a formazán. Para que se produzca esta reacción se requiere poder reductor y la 

presencia de superóxido. Se utiliza para monitorizar la viabilidad y proliferación celular ya 

que se supone que en la reacción participan enzimas mitocondriales y que la intensidad del 

color es proporcional al número de mitocondrias y por tanto al número de células (si hay 

muerte celular no hay actividad mitocondrial), aunque también se ha descrito que pueden 

estar implicados enzimas no mitocondriales o incluso que la reacción puede ocurrir en 

presencia de NADH o NADPH y en ausencia de enzimas. (Scudiero y cols., 1988; 

Berridge y cols., 1996; Barbu y Welsh, 2004). 

 

El ensayo XTT asume que la capacidad de reducción de las células es constitutiva 

y permanece constante a lo largo del experimento, sin embargo nuestros resultados 

apuntan a que TNF induce cambios metabólicos en la células B16 responsables del mayor 

volumen de reacción XTT; es decir, que el TNF estaría afectando al estado redox de la 

célula. 
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 El estado redox de la célula alude al balance de una serie de metabolitos entre su 

forma oxidada y reducida; siendo los más representativos el glutatión (GSH/GSG), 

NAD/NADH y NADP/NADPH. Estos agentes oscilando entre su estado reducido y 

oxidado controlan la presencia de especies reactivas del oxígeno (ROS). Varias enzimas 

afectan directamente al estado redox de la célula: las que eliminan ROS, como MnSOD, 

de la familia de las superóxido dismutasas, junto con catalasas y peroxidasas; y las que 

generan ROS como la familia de las NADHP oxidasas o familia Nox (Bedard y Krause, 

2007). 

 

 Cómo ya hemos mencionado previamente, los datos obtenidos del ensayo XTT 

con células del melanoma B16 apuntaban a que el TNF directa o indirectamente está 

afectando al estado redox de la célula; pero el mayor volumen de reacción sugiere un 

aumento del poder reductor. El mecanismo subyacente a este efecto podría ser por 

incremento directo de NADPH, o también por un aumento o activación de agentes 

antioxidantes como glutatión (GSH) o bien, de enzimas de la familia de superóxido 

dismutasas. 

 

 El glutatión es uno de los elementos clave en el sistema de defensa antioxidante de 

la célula: inactiva ROS intracelular y juega un papel decisivo en la regulación del 

crecimiento celular y apoptosis. Además, está implicado en la resistencia de las células 

tumorales a drogas o a radiaciones ionizantes (Ortega y cols., 2011). Para generar GSH el 

poder reductor se obtiene fundamentalmente de NADHP, por lo que la concentración de 

ambos agentes está relacionada. Estudios previos han descrito que el TNF es capaz de 

inducir un aumento de glutatión: activa los enzimas involucrados en la síntesis de GSH vía 

NF-B y AP-1 que se unen a los promotores de los genes correspondientes (Yang y cols., 

2005). Además, la eliminación de glutatión convierte a células resistentes en sensibles a 

agentes citotóxicos, entre otros, al propio TNF (Marí y cols., 2008). Este efecto protector 

del glutatión frente al TNF se ha descrito también en células de melanoma B16 (Ortega y 

cols., 2003). 

 

 Junto con GSH los enzimas detoxificantes como MnSOD se encargan de mantener 

el equilibrio redox. Localizada en la matriz mitocondrial, MnSOD cataliza la conversión 

de radicales superóxido a peróxido de hidrógeno y puede ser modulada por TNF 

protegiendo la célula contra apoptosis (Rogers y cols., 2001; Djavaheri-Mergny y cols., 

2004; Jennings-Gee y cols., 2006; Ranjan y Boss, 2006). Por otra parte, un aumento de 

actividad MnSOD se ha asociado con disminución de la proliferación en células tumorales. 
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 Curiosamente el TNF induce la generación de ROS, es decir, que puede modular el 

estado redox de la célula induciendo efectos diferentes e incluso contrapuestos, lo que 

refleja una vez más la dualidad de la biología de este factor. 

 

 La generación de ROS por TNF se ha asociado al efecto lítico de este factor. Así, 

estudios iniciales centrados en discernir el mecanismo de lisis del TNF demostraron un 

aumento de agentes oxidantes en células tratada con TNF (Schulze-Osthoff y cols., 1992; 

Hennet y cols., 1993; Goossens y cols., 1995) y también que la mitocondria participaba 

directamente en el proceso lítico (Schulze-Osthoff y cols., 1993; Pastorino y cols., 1996; 

De Vos y cols., 1998; Busquets y cols., 2003; Nagakawa y cols., 2005). De acuerdo con 

esto, la supresión de ROS inhibía la lisis celular inducida por TNF (Pham y cols., 2004). 

Se han descrito varias vías que explican el efecto pro-oxidante del TNF, 

fundamentalmente debido a la regulación positiva de enzimas implicados en la generación 

de ROS como lipooxigenasas, o enzimas NOX y también distintos mecanismos por los 

que ROS y la actividad mitocondrial llevan a la muerte celular (Woo y cols., 2000; Kim y 

cols, 2007; Kuwano y cols., 2008; Shulga y Pastorino, 2012). 

 

 Las células del melanoma B16 no son susceptibles al efecto lítico de TNF, por lo 

que no parece que se produzca un aumento de ROS en estas células. Además, en 

melanoma humano, un aumento de ROS aumenta la capacidad de invasión (Comito y 

cols., 2011; Fiaschi y Chiarugi, 2012; Liu y cols., 2012), mientras que en este estudio la 

invasión disminuyó. 

 

 Aunque en este trabajo no hemos determinado el mecanismo por el que TNF 

modifica el estado redox de la célula consideramos que es un resultado significativo, dada 

la importancia que han adquirido ROS como señales intracelulares (Brown y Griendling, 

2009; Gough y Cotter, 2011; Ferro y cols., 2012), así como la estrecha interdependencia 

que parece cada vez más evidente entre las vías que controlan la actividad metabólica y 

otros procesos celulares como proliferación, diferenciación, motilidad o incluso 

supervivencia; y su relevancia para el desarrollo tumoral y metástasis (DeBerardinis y 

cols., 2008; Jones y Thomson, 2009; Pani y cols., 2009; Acharya y cols.; 2010; Pani y 

cols., 2010; Fiaschi y Chiarugi, 2012; Agathocleous y Harris; 2013), así como para el 

desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento del cáncer (Wondrak, 2009; Van der 

Heiden, 2011). 
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2.3. Mecanismos involucrados en el efecto del TNF expresión de p21
WAF1/Cip1

 

 

 ¿Qué vías utiliza TNF para suprimir la proliferación? Con el fin de investigar los 

mecanismos implicados en el efecto de ralentización del ciclo celular determinamos la 

expresión de p21
WAF1/Cip1 

en las células B16. El p21
WAF1/CIP1

 es una proteína que se 

describió inicialmente como un potente inhibidor de la actividad de las quinasas 

dependientes de ciclina (CDKs). Pertenece a la familia Cip/Kip de inhibidores del ciclo 

(p21
WAF1/CIP1

, p27
KIP1

 y p57
KIP

), considerada de amplio espectro, ya que controla la 

actividad de quinasas dependientes de varias ciclinas (A, D y E) a diferencia de otros 

inhibidores del ciclo, de actividad más restringida (El-Deiry y cols., 1993; Xiong y cols., 

1993; Sherr y Roberts, 1995). 

 

 El aumento de p21
WAF1/Cip1

 conduce a una detención del ciclo celular, 

fundamentalmente porque se une a complejos ciclina-cdk e impide que estos fosforilen a 

Rb: el Rb hipofosforilado induce la detención del ciclo celular. Así mismo, p21
WAF1/Cip1

 es 

capaz de inhibir la replicación del DNA. Posteriormente se ha demostrado que el rol del 

p21
WAF1/Cip1

 es más complejo ya que además de su efecto antiproliferativo, se ha 

demostrado que participa en la progresión del ciclo y en otros aspectos de la actividad 

celular (LaBadier y cols., 1997; Brugarolas y cols., 1999; Cheng y cols., 1999; Sherr y 

Roberts, 1999; Dotto, 2000; Coqueret, 2003; Blundell, 2006). Debido a su condición de 

inhibidor del ciclo p21
WAF1/Cip1

 se considera un supresor tumoral, aunque también puede 

actuar como factor anti-apoptosis (El-Deiry y cols., 1995; Gartel y Radhakrishnan, 2005; 

Rowland y Peeper, 2006; Abbas y Dutta, 2009). 

 

 En nuestro estudio, el TNF produjo un aumento de la expresión de p21
WAF1/Cip1

 en 

ambas sublíneas de melanoma: el número de células positivas subió un 10% respecto a la 

expresión de los controles lo que confirmaba el efecto citostático. Este resultado 

concuerda con otros autores que han descrito en células B16 un aumento en la expresión 

de p21
WAF1/Cip1

 asociado a efecto antiproliferativo (Oh y cols., 1997; Kuzumaki y cols., 

1998; Laughlin y cols., 2009); y además que este aumento en la expresión de p21
WAF1/Cip1

 

podía ser inducido por TNF (Shiohara y cols., 1996). 

 

 ¿Cómo regula el TNF la expresión de p21
WAF1/Cip1

? En general, en la regulación de 

la expresión de p21
WAF1/Cip1

 se han descrito distintos mecanismos tanto a nivel 

transcripcional, que puede ser p53-dependiente o independiente, como post-

transcripcional (Bellido y cols., 1998; Gartel y Tyner, 1999; Haapajarvi y cols., 1999; Liu 

y Lozano, 2005). De forma similar, por efecto del TNF se ha observado tanto un aumento 



Discución 

172 

del mRNA de p21
WAF1/Cip1

, así como la estabilización de la proteína y se ha propuesto la 

participación de NF-B (Akahsi y cols., 1995; Shiohara y cols., 1996; Jiang y Porter, 

1998; Kobayashi y cols., 2000; Bren y cols., 2001; Basile y cols., 2003). 

 

 El efecto antiproliferativo sobre las células B16 mediado por p21
WAF1/Cip1

 puede 

ocurrir por acúmulo en fase G2/M (Kalechman y cols., 2000). De hecho, p21
WAF1/Cip1

 

puede detener el ciclo en la fase G pero también en G2; además, el efecto puede ser 

transitorio e incluso contribuir en último término a la progresión del ciclo (Hermeking y 

cols., 1997; Dash y El-Deiry, 2005; Wuerzberger-Davis y cols., 2005). Aunque no 

podemos descartar otras opciones, los datos de nuestro estudio son compatibles con la 

posibilidad de que el TNF vía p21
WAF1/Cip1

 promueva el acúmulo de las células B16 en la 

fase G2 del ciclo. 

 

 Por otra parte, la expresión de p21
WAF1/Cip1

 podría constituir un mecanismo de 

resistencia de las células B16. El rol de p21
WAF1/Cip1

 como inhibidor de apoptosis está 

aceptado (Gartel y Tyson, 2002) y múltiples trabajos han descrito asociación entre 

p21
WAF1/Cip1

 y supervivencia o resistencia a muerte celular por diversos factores, por 

radiación, estrés oxidativo, hipoxia o por quimioterapia (Xu y El-Diry, 2000; O’Reilly y 

cols., 2005; Le y cols., 2005; Chen y cols., 2010; Wu y Zhou, 2010). De acuerdo con 

esto, si se produce un descenso de p21
WAF1/Cip1

 o si se bloquea su inducción, aumenta la 

susceptibilidad a apoptosis, además, la eliminación de p21
WAF1/Cip1

 hace que las células se 

vuelvan susceptibles a apoptosis mediada por el propio TNF (Donato y Pérez, 1998; Jiang 

y Porter, 1998; Zhang y cols., 1999; Chang y cols., 2001; Wang L. y cols., 2005). Estos 

últimos autores, así como Basile y cols. (2003) proponen que la vía TNF/NF-

B/p21
WAF1/Cip1

 es la que conduce a un aumento en la resistencia de las células a efectos 

citotóxicos. Por otro lado, se ha propuesto que el efecto de p21
WAF1/Cip1

 sobre el ciclo y el 

efecto de supervivencia son independientes y que depende de la localización subcelular de 

la proteína: el p21
WAF1/Cip1

 nuclear controla el ciclo, mientras que el citoplasmático tiene un 

efecto antiapoptótico (Wang Z. y cols., 2005; Kumar y cols., 2007; Lin. y cols., 2007). 

 

 En melanoma humano p21
WAF1/Cip1

 puede tener una relevancia especial para 

favorecer la supervivencia de las células tumorales. De hecho, aunque se ha descrito la 

adquisición de un fenotipo senescente asociado a detención en fase G1 con inducción de 

p21
WAF1/Cip1

 (Kramer y cols., 2001), la deleción del gen p21
WAF1/Cip1

 en melanocitos no 

inducía la ruptura del control del ciclo ni es necesario para inducir senescencia en 

melanocitos (Halaban y cols., 1998¸ Halaban y cols., 1999; Halaban, 2005; Gray-Schopfer 

y cols., 2006). De forma similar, los datos obtenidos del estudio de lesiones de melanoma 
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en distintos estadios han arrojado resultados poco concluyentes: se ha asociado expresión 

de p21
WAF1/Cip1

 un mejor pronóstico (Karjalianen y cols., 1999); pero también se ha 

descrito que en lesiones de melanoma hay mayor expresión de p21
WAF1/Cip1

 durante la fase 

radial que en nevi benigno o displastico; si bien luego desaparece en la fase de crecimiento 

vertical (Gray-Schopfer y cols., 2006). 

 

 Por otra parte, en melanoma reviste un interés especial la interacción entre 

p21
WAF1/Cip1

 y MiTF, factor de transcripción que juega un papel central en la supervivencia 

y la diferenciación de la línea melanocítica, ya que induce la activación de la expresión de 

los genes involucrados en la melanogénesis (Widlund y Fisher, 2003; Cheli y cols., 2009). 

Asociado a su efecto de factor de diferenciación o factor de supervivencia se ha postulado 

la participación de p21
WAF1/Cip1

 (Carreira y cols., 2005; Liu F y cols., 2010). 

 

 En melanoma MiTF puede actuar como un oncogén contribuyendo a la progresión 

tumoral (Levy y cols., 2006; Zhu y cols., 2009; Liu F y cols., 2010; Shah y cols., 2010; 

Yajima y cols., 2011). Aunque está expresado en la mayoría de los melanomas, parece que 

el papel de MiTF depende de su nivel de expresión, pudiendo inducir efectos 

contrapuestos (Carreira y cols., 2006; Gray-Schopfer y cols., 2007). Precisamente la 

expresión génica de Mitf parece estar regulada por p21
WAF1/Cip1

; siendo esta interacción 

mutua ya que MiTF regula a su vez la expresión de p21
WAF1/Cip1

, creándose un bucle de 

retroalimentación que contribuye a la supervivencia de las células tumorales (Sestakova. y 

cols., 2010). 

 

 En relación con esto, en células B16 se ha identificado una población de 

crecimiento lento con bajo nivel de expresión de MiTF que parece ser la responsable del 

potencial tumorigénico: su eliminación disminuía la formación del tumor (Cheli y cols., 

2011). Todo ello nos lleva a considerar que el efecto de TNF sobre las células B16 

mediado por expresión de p21
WAF1/Cip1

 puede tener un efecto protumoral, a pesar de la 

supresión de la actividad proliferativa. 

 

 ¿Existe una vía común que para el efecto del TNF sobre el control del ciclo celular 

y la regulación negativa de la invasión? Varios estudios han demostrado una regulación 

común pero inversa de genes inhibidores del ciclo y genes implicados en invasión en 

diversos tipos tumorales, entre ellos, también en melanoma (Shi y cols., 2001; Denoyelle y 

cols., 2001; Lazennec y cols., 2001; Wu y cols., 2008; Fenouille y cols., 2011). Así 

mismo, otros autores han descrito la relación directa entre expresión de p21
WAF1/Cip1

 y 

regulación del citoesqueleto (Coleman y cols., 2006; Romanov y cols., 2010). 
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 Se ha demostrado que TNF puede estimular mecanismos comunes de regulación 

de proliferación y moléculas o estructuras del citoesqueleto. Así, la inhibición de la 

formación de estructuras citoesqueléticas por el TNF se ha asociado a aumento de 

expresión de p21
WAF1/Cip1

 (Gadea y cols., 2004). En otro estudio se ha descrito que TNF 

disminuye la proliferación de células endoteliales con activación de ROCK, fosforilación 

de la proteína del citoesqueleto ezrina que se transloca al núcleo donde regula 

negativamente la expresión de ciclina (Kishore y cols., 2005). 

 

 En conjunto estos datos sustentan la hipótesis de que el TNF desencadena una vía 

de activación que conduce a cambios en procesos tan diversos como inhibición de la 

proliferación y de la invasión y que puede hacerlo a través de p21
WAF1/Cip1

 que contribuiría 

a un efecto antiapoptótico. De hecho, aunque el p21
WAF1/Cip1

 se ha considerado un gen 

supresor de tumor, también puede actuar como un oncogen (Abbas y Dutta, 2009). 

 

 Por último, no podemos excluir que, además de p21
WAF1/Cip1

, el efecto 

antiproliferativo de TNF podría estar asociado a la modulación de las MAPK quinasas. 

Dentro de este extenso grupo de proteínas reguladoras, la familia de p38 MAPK quinasa 

(Harubin y Han, 2005; Risco y Cuenda, 2011) se ha asociado a efectos antiproliferativos y 

a diferenciación en el melanoma humano y en B16 (Smalley y Eisen, 2000; Smalley y 

Eisen, 2002; Hata y cols., 2003) y además participa en la vía utilizada por TNF para 

suprimir la proliferación (Hattori y cols., 2001); por lo que podría subyacer al efecto 

observados por nosotros. 

 

 Así mismo, la vía RAS-RAF-MEK-ERK podría estar implicada. En esta vía RAS 

quinasa activa a RAF que a su vez conduce a la fosforilación de MEK y de ERK; 

alternativamente RAF puede activar la vía de supervivencia PI3K/Akt (Nazarian y cols., 

2010; Muthusamy y Piva, 2011). Park y cols. (2001) demuestran que la supresión de la 

proliferación inducida por TNF está mediada por la quinasa RAF. Además proponen que 

TNF y Ras compiten por RAF que sería un elemento común para ambas vías: en presencia 

de TNF parte de RAF es reclutado y utilizado para fosforilar PI3K y no está disponible 

para fosforilar ERK. De esta manera queda regulada negativamente la vía de MAPKs que 

conduce a un efecto proliferativo, pero inducida la vía que conduce a superivencia (Park y 

cols., 2001). Aunque nosotros no hemos explorado esta vía TNF podría estar modificando 

RAF o alguno de los otros componentes ya que su regulación en células B16 se ha 

involucrado en la proliferación y diferenciación. 
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2.4. Ceramida induce muerte celular en el melanoma B16 

 

 Incluimos ceramida en nuestro estudio para explorar las vías de transducción 

implicadas en el efecto del TNF sobre las células del melanoma B16, ya que estudios 

iniciales habían descrito su participación como mediador fundamental de la señal del TNF 

(Kim y cols., 1991; Daibo y cols., 1993; Kolesnick y Golden, 1994; Wiegman y cols., 

1994; García-Ruiz y cols., 1997). 

 

 En nuestro trabajo el efecto drástico inducido por la ceramida en los cultivos, con 

inhibición total del crecimiento asociada a muerte celular, demostró que el efecto era 

diferente al del TNF por lo que concluimos que, en el melanoma B16 el TNF activa vías 

de transducción distintas de las inducidas por ceramida. 

 

 La ceramida pertenece a la familia de los esfingolípidos bioactivos, que se 

consideran actualmente como uno de los principales grupos de señales moleculares que 

controlan la actividad celular: el metabolismo de los esfingolípidos es clave para el 

mantenimiento de la homeostasis celular (Hannun y Obeid, 2008; Hia y Dannenberg, 

2012; Li y cols., 2014). 

 

 En la célula la ceramida se genera a partir de esfingolípidos de membrana, por 

acción de las esfingomielinasas o también por síntesis de novo inducida por diversos 

estímulos, en general, agentes inductores de estrés celular como radiación ultravioleta o 

estimulación de receptores de muerte como los activados por CD95 o TNF. De acuerdo 

con esto, y aunque se ha descrito la participación de la ceramida en diversos procesos 

celulares, sin duda tiene un papel clave en la inducción de muerte celular, 

fundamentalmente por apoptosis (Hannun, 1996; Dbaibo y cols., 1998; Hannun y Luberto, 

2000; Ruvolo, 2001; Gulbins, 2003; Siskind, 2005; Novgorodov y cols., 2005; Schenck y 

cols., 2007; Carpinteiro y cols., 2008; Mullen y cols., 2011). 

 

 El papel exacto de la ceramida en las vías de transducción del TNF, aunque ha sido 

extensamente estudiado, se ha mantenido como tema de discusión durante muchos años. 

Para determinar si la ceramida es responsable de la actividad del TNF en muchos de estos 

trabajos se ha utilizado como estrategia experimental la modulación de las enzimas que 

controlan la síntesis de ceramida o bien, el tratamiento exógeno de las células con 

análogos de la ceramida. Estos estudios han confirmado que el efecto lítico del TNF está 

mediado por ceramida. El mecanismo de acción de la vía TNF-ceramida conlleva cambios 

en permeabilidad mitocondrial y la activación de caspasas tardías; tipo caspasa 3 (Manna y 
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cols., 2000; Chen y cols., 2001; García-Ruíz y cols., 2003; Heinrich y cols., 2004; Sawada 

y cols., 2004; Martinez y cols., 2012). También se ha descrito que inhibe los mecanismos 

de supervivencia como la vía Akt (Teruel y cols., 2001), o que activa directamente 

catepsina D (Heinrich y cols., 2004). 

 

 Como ya hemos mencionado, las células B16 resultaron resistentes al efecto lítico 

del TNF, pero sí fueron susceptibles a C2, el análogo de la ceramida utilizado en nuestro 

trabajo. Además, el estudio morfológico de los cultivos tratados con ceramida sugiere que 

la muerte de las células se produjo por apoptosis. Esto estaría de acuerdo con otros 

resultados que demuestran que el acúmulo de ceramida en células del melanoma B16 

bloquea las vías que llevan a supervivencia, concretamente por regulación negativa de la 

vía PI3K (Kanto y cols, 2001). Además, parece haber una asociación entre la resistencia a 

TNF y el tipo de muerte. Así, células resistentes, como B16, mueren por apoptosis, 

mientras que en células susceptibles también se observa necrosis (Ameyar y cols., 1998; 

Davis y cols., 2000). 

 

 Además de inducir apoptosis la ceramida C2 indujo una reducción drástica en la 

tasa de formación de colonias y también un cierto descenso en la tasa de adhesión in situ. 

En ambos casos no hubo un paralelismo entre el efecto de TNF y de ceramida, lo que 

corrobora la activación de distintas vías intracelulares. De acuerdo con esto otros autores 

tampoco han encontrado paralelismo entre el efecto de TNF y ceramida C2 sobre adhesión 

(Xia y cols., 1998). Por último, sería interesante investigar el rol de ceramida en invasión 

ya que se ha descrito su implicación en la remodelación del citoesqueleto similar al de 

TNF (Hanna y cols., 2001). 

 

 Estudios recientes han confirmado el rol de ceramida en la actividad de las células 

tumorales (Morad y Cabot, 2013; Saddoughi y Ogretmen, 2013). En melanoma humano el 

tratamiento con ceramida es capaz de inducir muerte por apoptosis aunque no en todos los 

casos; también se ha observado un efecto antiproliferativo similar al descrito sobre 

melanocitos (Raisova y cols., 2000; Deng y cols., 2002; Han y cols., 2002; Kim y cols., 

2002). En cualquier caso, merece la pena resaltar que la ceramida y en general la vía de las 

esfingomielianas (Bektas y cols., 2005) tiene una relevancia especial en el caso del 

melanoma ya que es capaz de contrarrestar la regulación negativa de las vías que 

conducen a apoptosis, y que es una de las características del melanoma. En este hecho se 

basan las nuevas terapias combinadas basadas en ceramida que elimina la quimioresistencia 

de las células de melanoma (Tran y cols., 2008; Bedia y cols., 2011); y que se están 

aplicando también en otros tipos tumorales (Senchenkov y cols., 2001; Ponnusamy y cols., 
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2010; Dimanche-Boitrel y cols., 2011; Liu y cols., 2013; Morad y Cabot, 2013; Saddoughi 

y Ogretmen, 2013). 

 

2.5. TNF como factor de supervivencia para el melanoma B16 

 

 La modulación inducida por el TNF del conjunto de la actividad celular de las 

células B16 podría corresponder a la activación de mecanismos de resistencia. Según esto, 

el TNF podría estar ejerciendo un efecto protumoral. 

 

 El papel de TNF como inhibidor de apoptosis ha adquirido mayor relevancia frente 

al rol como inductor de muerte celular. De hecho, desde hace ya bastantes años y a pesar 

de su definición inicial, se considera que el TNF no provoca muerte en la mayoría de las 

células sino que básicamente induce activación de las células. Así, el rol del TNF como 

factor de supervivencia se ha descrito en distintos tipos celulares, destacando sobre todo 

su papel como neuroprotector promoviendo la supervivencia de neuronas (Muñoz-

Fernandez y cols., 1998; Temkin y Levi-Schaffer, 2001; Basile y cols., 2003; Marchetti y 

cols., 2004; Wang y cols., 2005; Bieler y cols., 2007; Sass y cols., 2007; Dolga y cols., 

2008; Figiel, 2008). En melanoma humano también se ha descrito que TNF puede inducir 

un efecto antiapoptótico. Así, el tratamiento con TNF previo a irradiación y a otros 

agentes que supongan estrés celular protege a las células frente a apoptosis (Ronai y cols., 

1998; Ivanov y cols., 1999, Gray-Schopfer y col., 2007). 

 

 En el bloqueo de la apoptosis por el TNF la activación de NF-B desempeña un 

papel esencial que conduce al bloqueo de la activación de caspasas o que interfiere con 

agentes proapoptóticos como miembros de la familia Bcl-2 o la vía PI3/Akt (Wang y cols., 

1998; Xu y El-Deiry, 2000; Chen y Goeddel, 2002; Liu y cols., 2007). Podría ser que en el 

melanoma B16 el TNF esté regulando estas vías que conducen a supervivencia u otras 

alternativas. 

 

 El melanoma es un tipo tumoral que se caracteriza por su gran capacidad para 

evadir la muerte celular, quizás debido en parte a las vías metabólicas específicas de la 

línea melanocítica. Este hecho subyace a la elevada resistencia del melanoma a los 

tratamientos antitumorales habituales. Todavía no se conocen en su totalidad los 

mecanismos responsables de la resistencia del melanoma se han descrito diversas vías que 

conducen a la supervivencia. Y muchas de ellas pueden ser reguladas por el TNF. En 

relación a esto, ya se ha mencionado la regulación que puede ejercer sobre MITF y la vía 

BRAF, que conducen a supervivencia. 
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 De la misma forma, TNF es capaz de regular negativamente PTEN (Kim y cols., 

2004; Koul y cols., 2006). PTEN se considera un gen supresor de tumor que codifica una 

fosfatasa cuya pérdida está implicada en el desarrollo tumoral fundamentalmente porque el 

bloqueo de PTEN permite la activación de la vía PI3K/Akt y por tanto el aumento de 

resistencia (Yamada y Araki, 2001; Baker, 2007; Salmena y cols., 2008; Song y cols., 

2012). 

 

 La pérdida de PTEN se ha asociado a progresión tumoral en melanoma (Stahl y 

cols., 2003; Wu y cols., 2003; Slipicevic y cols., 2005; Mirmohammadsadegh y cols., 

2006; Dankort y cols., 2009; Paraiso y cols., 2011), y también a un aumento en la 

expresión de p21 (Lin y cols., 2007), sin embargo, también se ha descrito un efecto 

positivo sobre la migración/capacidad de invasión (Bowen y cols., 2009). En nuestro 

trabajo el TNF inhibía la capacidad de invasión de las células de melanoma, por lo que; 

aunque este efecto y la vía que lleva a supervivencia pueden ser independientes (Leslie y 

cols., 2005) no parece probable que PTEN tenga algo que ver con el efecto de TNF en el 

melanoma B16. 

 

 Otra vía que relaciona el TNF, supervivencia y migración podría ser a través de la 

familia de los inhibidores de apoptosis IAPs (Devereaux y Reed, 1999) en melanoma, 

moléculas IAPs se han asociado a la supervivencia de las células (Chawla-Sarkar, 2004), y 

además pueden ejercer un control negativo de la capacidad de migración de las células 

tumorales (Oberoi y cols., 2012). El TNF conduce a un aumento de IAPs que, vía NF-B 

suprimen la actividad de caspasas (Wang y cols., 1998; Mahoney y cols., 2008; 

Varfolomeev y cols., 2008). Por otra parte, al menos en células endoteliales, el efecto de 

supervivencia de IAPs se ha visto que se acompaña de inhibición de la proliferación y 

aumento de la expresión de p21
WAF1/Cip1 

(Levkau y cols., 2001). 

 

 Por otra parte, como ya se ha señalado anteriormente, el TNF es protector frente a 

la actividad lítica del propio factor: si se induce la expresión endógena de TNF las células 

se volvían resistentes y no se producía muerte celular cuando se cultivaban en presencia de 

TNF exógeno (Himeno y cols., 1990; Van Antwerp y cols., 1998). Otros sin embargo, han 

descrito que la producción autocrina de TNF está ligada a muerte por el factor (Petersen y 

cols., 2007; Robbs y cols., 2013). En cualquier caso, las vías que conducen a 

supervivencia y a muerte están interconectadas y que la decisión que lleva a vida o muerte 

depende del contexto concreto de la célula. 
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 Nosotros también quisimos determinar también si las células B16 podrían sintetizar 

el factor, sin embargo los resultados fueron negativos: no hubo presencia de TNF en el 

medio de cultivo ni siquiera cuando las células se estimularon con PMA, un potente 

inductor de la síntesis de TNF. 

 

 No podemos descartar que haya expresión del mRNA para el TNF pero que la 

traducción esté suprimida. De hecho la producción de TNF puede ocurrir en una gran 

variedad de células. Así, se ha observado producción del TNF en el melanoma humano 

(Castelli y cols., 1994; Ahmed y cols., 1995; Sander y Boeryd, 1996; Bergenwald y cols., 

1997) y en muchos otros tipos tumorales como el cáncer de ovario (Szlosarek y cols., 

2006), tumores gastrointestinales, de mama y pulmón (Spriggs y cols., 1988; Qin y cols., 

1993; Hsieh y cols., 2004); pero es un proceso con una regulación muy compleja que 

puede ser regulado en distintos puntos mediante mecanismos transcripcionales y 

postranscripcionales (Beutler y col., 1986; Piecyk y cols., 2000). 
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3. TNF y el microambiente tumoral 

 

 Los resultados del efecto del TNF sobre las células del melanoma B16 cobran 

relevancia a la luz de las investigaciones realizadas en la última década sobre el 

microambiente tumoral. Las células tumorales no generan cáncer ellas solas sino en 

colaboración con células que forman parte del tejido local donde se desarrolla el tumor o 

que son reclutadas al tumor. Como fruto de la interacción entre las células tumorales y las 

células del estroma se genera un microambiente tumoral específico que, como cada vez 

parece más claro, contribuye a la carcinogénesis y progresión tumoral (Hanahan y 

Weinberg, 2000; Lorusso y Rüegg, 2008). 

 

 En el microambiente tumoral se han identificado diversos tipos celulares, 

destacando por su actividad protumoral los macrófagos infiltrantes del tumor; la principal 

célula productora de TNF (Condeelis y Pollard, 2006; Qian y Pollard, 2010; Balkwill y 

cols., 2012; Hanahan y Coussens; 2012). Los macrófagos pueden ser inducidos “in situ” a 

sintetizar TNF que será utilizado por las células tumorales en su propio beneficio (Oguma 

y cols., 2008; Kim y cols., 2009; Cordero y cols., 2010). 

 

 El TNF presente en el microambiente tumoral puede actuar de factor de 

supervivencia directamente, pero también puede inducir inmunosupresión y facilitar la 

evasión de la respuesta inmune por las células tumorales. Así, se ha demostrado 

recientemente que el TNF induce la acumulación de células reguladoras que, directamente, 

o a través de la liberación de IL-10, suprimen la respuesta de los linfocitos T (Schioppa y 

cols., 2011; Zhao y cols., 2012). En el caso del melanoma, se ha descrito otro mecanismo 

para escapar del sistema inmune: el TNF induce pérdida de antígenos en las células 

tumorales (desdiferenciación) que lleva a evasión de la respuesta inmune y resistencia a 

inmunoterapia (Landsberg y cols., 2012). 

 

 Por otra parte en la última década ha cobrado fuerza una vieja hipótesis 

estrechamente relacionada con el concepto de microambiente tumoral: la asociación entre 

inflamación y cáncer. El desarrollo tumoral puede estar favorecido por una condición 

inflamatoria previa, pero actualmente parece cada vez más evidente que, en otros casos, es 

la propia transformación oncogénica la que induce un microambiente inflamatorio 

protumoral (Coussens y Werb, 2002; Balkwill y Coussens, 2004; Mantovani, 2005; 

Aggarwall y cols., 2006; Hussain y Harris, 2007; Mantovani y cols., 2008; Colotta y cols., 

2009; Grivennikov y cols., 2009; Atsumi y cols., 2014). El TNF, uno de los principales 

factores inflamatorios, puede ser el lazo de unión esencial que ligue inflamación y cáncer; 
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probablemente por su efecto sobre NF-B (Aggarwal, 2004; Pilarsky y cols., 2004; Amiri 

y Richmond, 2005; Balkwill, 2006; Karin, 2005; Szlosarek y cols., 2006; Balkwill, 2009; 

Sethi y cols., 2008). 

 

 Más aún, en esta misma línea, las investigaciones más recientes ponen de relieve la 

importancia que puede tener la flora bacteriana específica en el desarrollo del tumoral, 

confirmando la asociación entre infección y cáncer. La interacción entre la microbiota 

específica y las células del sistema inmune responsable de la respuesta innata configuran un 

microambiente que puede ser más o menos favorable para las células tumorales y puede 

ser uno de los factores que determinen la respuesta a los tratamientos antitumorales (Levy 

y cols., 2013; Pennisi y cols., 2013; Viaud y cols., 2013). Precisamente uno de estos 

trabajos se ha llevado a cabo en el melanoma B16. 

 

 Como se ha señalado ya, en nuestro modelo “in vitro”, las células de melanoma no 

son productoras de TNF, sin embargo, podrían utilizar TNF producido por células del 

entorno, de forma paracrina. Estudios anteriores con células B16 ya describían un efecto 

protumoral del TNF aunque el mecanismo propuesto era fundamentalmente por el efecto 

pro-adhesión y angiogénico del TNF, que favorece la metástasis. 

 

 Además de TNF, otros factores proinflamatorios como la IL-6, otras interleucinas 

o quimiocinas pueden estar presentes en el microambiente tumoral. Estos factores solubles 

pueden estar interactuando o incluso actuar de forma sinérgica favoreciendo el desarrollo 

tumoral. (Cubillos y cols., 1997; Charles y cols., 2009; Kim y cols., 2009). En nuestro 

trabajo hemos querido determinar si existía interacción entre la IL-2, IL-6 y el TNF. 

 

 Tratamos las células con TNF con el fin de inducir la producción de IL-6 ya que el 

TNF se considera un potente inductor de la expresión de IL-6 en fibroblastos, en células 

leucocitarias y otros tipos celulares (Norris y cols., 1994; Beyaert y cols., 1996; De 

Cesaris y cols., 1998; Vanden Berghe y cols., 1998; Wysk y cols., 1999; You y cols., 

2001; Williams y cols., 2008; Montfort y cols., 2009; Tanabe y cols., 2010; Tseng y cols., 

2010; McFarland y cols., 2013). Así mismo, en melanoma humano se ha descrito aumento 

de la expresión de IL-6 a nivel transcripcional y postranscripcional por sobreexpresión de 

NF-B. Los resultados sin embargo, fueron negativos. Concluímos por tanto que, las vías 

que pone en marcha el tratamiento con TNF no conducen a la inducción de IL-6 en el 

melanoma B16, o al menos a la secreción de IL-6. 
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 Quisimos determinar también si el pretratamiento de las células con IL-2 o con IL-

6 revertía el efecto inhibidor del TNF, pero no hubo cambios apreciables; no evitó por 

ejemplo la pérdida de capacidad de formación de colonias. Tampoco el pretratamiento con 

estas interleucinas indujo la liberación de TNF en los sobrenadantes de los cultivos. En 

cualquier caso, no podemos excluir la posibilidad de que la falta de interacciones entre 

estos factores se deba al planteamiento experimental utilizado. 

 

 A la vista investigaciones recientes y de nuestros propios resultados sigue vigente 

la cuestión de la dualidad del TNF: ¿es el TNF un agente antitumoral o protumoral? La 

respuesta a esta cuestión puede tener connotaciones importantes de cara a las nuevas 

estrategias terapéuticas antitumorales: a pesar de su denominación el TNF podría 

convertirse en un objetivo a ser eliminado (Watersston y Bower, 2004; Wang y Lin, 2008; 

Balkwill, 2009; Bertazza y Mocellin, 2010). 

 

 En un intento por recoger la base común que subyace a la enorme diversidad del 

cáncer, Hanahan y Weinberg propusieron seis rasgos que caracterizan al cáncer 

(“hallmarks of cancer”): señalización proliferativa mantenida, evasión de los supresores del 

crecimiento, resistencia a muerte celular, inmortalidad replicativa, inducción de 

angiogénesis y activación de invasión y metástasis (Hanahan y Weinberg, 2000). Según 

este esquema, la células tumoral es un “fuera de la ley” capaz de evadir las barreras 

intrínsecas protectoras del organismo utilizando para ello diferentes soluciones. 

Posteriormente dos rasgos más se han añadido en este esquema: la evasión de la respuesta 

inmune junto con la reprogramación del metabolismo energético y se ha admitido la 

importancia de la inflamación en el proceso neoplásico (Hanahan y Weinberg, 2011). Es 

posible que el TNF participe en la adquisición de la mayoría de estos rasgos tumorales por 

lo que ahora más que nunca es de especial relevancia profundizar en los efectos de este 

factor.
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Los resultados obtenidos permiten extraer las siguientes conclusiones: 

 

1.- Las células del melanoma B16 no expresan la subunidad alfa del RIL-2 pero sí 

expresan la subunidad beta del receptor de la IL-2 lo que podría afectar a la 

interacción con las células del sistema inmune en el microambiente tumoral. 

 

2.- El RIL-2 es funcional ya que IL-2 indujo un descenso en la actividad invasiva de 

las células y la modulación de la proteína de adhesión ICAM-1. 

 

3.- La IL-6 indujo un marcado descenso en la invasión de las células del melanoma 

B16 y un incrementó en la expresión de la molécula de adhesión VLA-4. 

 

4.- La IL-2 y la IL-6 no afectan a la actividad proliferativa de las células B16, ya que 

el tratamiento con estos factores no modificó la tasa de proliferación ni de formación 

de colonias de las células tumorales. 

 

5.- El TNF disminuyó la capacidad de invasión de las células y modificó la expresión 

de las moléculas de adhesión CD44, que aumentó y de VLA-4, que resultó regulada 

negativamente. 

 

6.- El TNF afecta al crecimiento de las células del melanoma B16, induciendo una 

ralentización del ciclo; así mismo, anula la capacidad clonogénica de las células B16, 

lo que indica que está interfiriendo con los mecanismos de regulación del ciclo 

celular. Además, este efecto parece estar asociado a una modulación del estado 

redox de las células B16. 

 

7.- Aunque no podemos excluir otros mecanismos, el p21
WAF1/CIP1

, uno de los 

principales inhibidores del ciclo celular, está directamente implicado en la inhibición 

de la proliferación; sin embargo, la ceramida no parece involucrada ya que indujo 

un efecto distinto sobre las células que condujo a muerte celular. 
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8.- Las células del melanoma B16 no liberan IL-2, IL-6 o TNF al medio de cultivo, ni 

en condiciones basales, ni tras estimulación, por lo que no parece haber una 

utilización autocrina de estos factores. 

 

9.- La modulación inducida por IL-2, IL-6 y por el TNF, aunque inhibidora para 

algunas funciones de las células de melanoma B16, es compatible con un papel de 

estas citocinas como factores de supervivencia, que podría contribuir al desarrollo 

tumoral. 
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