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El cáncer colorrectal (CCR) es uno de los cánceres con mayor prevalencia 

en la población mundial. Las células tumorales de CCR metastatízan princi-

palmente en el hígado, siendo la causa del alto índice de mortalidad de esta 

patología. Las células tumorales circulan hasta los sinusoides hepáticos don-

de interaccionan con las células endoteliales del sinusoide hepático (LSECs) a 

través de la proteína ICAM-1, presente en el endotelio y la integrina LFA-1 

tumoral. Dicha interacción favorece la transmigración tumoral y la expresión 

de moléculas pro-inflamatorias que promueven la formación de un micro-

ambiente tumoral (TME) pro-inflamatorio. Entre estas moléculas, la ciclooxi-

genasa 2 (COX-2), enzima limitante de la síntesis de PGE2, juega un papel 

clave en diferentes estados inflamatorios. Además, esta interacción activa la 

expresión del receptor de manosa (MR), el cual está implicado en la forma-

ción de una respuesta inmunotolerante al tumor. Sin embargo, se desconoce 

el papel de la interacción ICAM-1/LFA-1, así como el de la COX-2 y el MR, en 

el reclutamiento de las poblaciones hepáticas estromales, células estrelladas 

hepáticas (HSCs) y células de Kupffer (KCs) y del aumento de la respuesta 

desmoplásica, componente clave en la formación de un microambiente pro-

tumoral.  

El primero de los objetivos de este trabajo ha sido analizar in vivo el papel 

de la interacción ICAM-1/LFA-1 en la capacidad metastásica tumoral del CCR, 

en el reclutamiento de HSCs y KCs junto con la respuesta desmoplásica. El 

bloqueo del LFA-1 tumoral o el silenciamiento de la ICAM-1 endotelial han 

reducido la capacidad pro-tumoral de las células de CCR, disminuyendo el 

reclutamiento de poblaciones hepáticas y la respuesta desmoplásica. Por el 

contrario, la activación de las células de CCR mediante ICAM-1 potencia el 

desarrollo tumoral, iniciando un circuito de retroalimentación positiva que 

favorece la metástasis hepática. 
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A continuación, se ha analizado A continuación, se ha analizado en mode-

los in vitro el efecto de la ICAM-1 sobre las células de CCR. Así, se ha obser-

vado que dicha proteína aumenta la expresión de COX-2 tumoral, así como la 

respuesta proliferativa, migratoria y angiogénica de las células del CCR. La 

activación de las células de CCR mediante ICAM-1 aumentó la secreción de 

factores promigratorios, favoreciendo el reclutamiento de poblaciones es-

tromales. La inhibición de la COX-2 mediante celecoxib (CLX) revirtió los efec-

tos potenciados por la activación de las células de CCR con ICAM-1. Adicio-

nalmente, se ha comprobado que la COX-2 estromal media la secreción de 

factores que estimulan la migración de las células del CCR, indicando un diá-

logo cruzado entre estas poblaciones del microambiente tumoral. 

En tercer lugar, Estudiado el incremento de la COX-2 tumoral tras la acti-

vación por ICAM-1 in vivo. Para ello se ha analizado el desarrollo metastási-

co, el reclutamiento intratumoral de HSCs y KCs y la acumulación de coláge-

no fibrilar. En concordancia con los observado en los ensayos in vitro, la pre-

activación de las células de CCR con ICAM-1 ha incrementado la capacidad 

pro-tumoral de las células de CCR y la respuesta desmoplásica, junto con un 

aumento en el reclutamiento de HSCs y KCs. Confirmando los resultados in 

vitro, la inhibición de la COX-2 del huésped a través del tratamiento  CLX ha 

revertido el incremento mediado por el pre-tratamiento con ICAM-1, redu-

ciendo así la metástasis de CCR y la formación de un TME fibrótico y pro-

tumoral. 

Por último, se han realizado ensayos in vivo para estudiar la función del 

MR, cuya expresión aumenta tras la interacción de la ICAM-1 endotelial y la 

LFA-1 tumoral y es, en parte, dependiente de la COX-2. Los resultados han 

revelado que el proceso metastásico es dependiente del MR, al observar una 

reducción significativa en la capacidad metástática del CCR acompañado por 
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una reducción del reclutamiento de HSCs y KCs y una menor acumulación de 

colágeno fibrilar. 

En conjunto, estos resultados resaltan la importancia del la ICAM-1, la 

COX-2 y el MR en el desarrollo tumoral hepático, modulando la formación de 

la respuesta tumoral y estromal mediada por las células tumorales CCR y las 

poblaciones hepáticas, HSCs y KCs. Por todo ello, la interacción ICAM-1, el 

MR hepático, y la actividad de la COX-2, podrían ser potenciales dianas te-

rapéuticas susceptibles de ser consideradas para el desarrollo de nuevos 

fármacos antitumorales. 
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1. Incidencia y clasificación del cáncer colorrectal 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) califica al cáncer, como la 

primera o segunda causa de muerte entre la población menor de  70 años, 

en más de la mitad de los países analizados en su estudio (1). A nivel nacio-

nal, según datos recogidos en 2020 por la Asociación Española contra el 

Cáncer (AECC), el cáncer colorrectal (CCR) es el tumor más frecuente en la 

sociedad española con un total de 82 nuevos casos y 33 fallecidos por cada 

100.000 habitantes al año. Según estos mismos datos, solo en el País Vasco 

durante el 2020 se han detectado más de 2.000 nuevos casos de CCR, con 

una media de 93 casos nuevos y 36 fallecidos por cada 100.000 habitantes.  

Englobados dentro del CCR, se pueden establecer cuatro subtipos, a nivel 

clínico, en función de su origen y de su desarrollo patológico:  

1- Los tumores carcinoides, también conocidos como tumores 

neuroendocrinos. Se generan en células dentro del sistema neuroen-

docrino, son de crecimiento lento y tienen tres principales áreas de 

origen: el intestino anterior, el medio y el posterior. Dentro de estas 

áreas, los principales órganos de incidencia son el apéndice, el recto, 

el íleon, pulmones, bronquios y estómago (2). 

2- Tumor del estroma gastrointestinal es un tipo de sarcoma de 

tejido blando esporádico. En un alto porcentaje los tumores vascula-

res infiltran la cavidad abdominal y principalmente se producen en el 

estómago o en el intestino delgado y de forma  poco común, en el 

colon (3). 
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3- Linfoma asociado a mucosas (MALT, del inglés mucosa asso-

ciated lymphoid tissue) es el tercer tipo más común de linfoma de 

las células B no Hodking y primordialmente se produce en la zona 

gastrointestinal. Además, su desarrollo en zonas de colon y recto es 

poco común (4). 

4- Adenocarcinoma es el tipo de cáncer de colon más común, 

producido por células epiteliales que recubren la cavidad interior del 

colon. Su pronóstico es de baja supervivencia ya que en menos del 

25% de los casos es operable (5), con una tasa de recurrencia entre 

el 30%-50% (6). Además, su diseminación a otros órganos complica 

notablemente su pronóstico. De hecho, un porcentaje superior al 

70% de las muertes están causada por metástasis en hígado (7,8). El 

origen del adenocarcinoma puede ser hereditario, con una incidencia 

del 30% sobre el total de casos o de origen esporádico, que repre-

sentan el 70% del total. En este último grupo, se han encontrado tres 

tipos de mecanismos que conducen al desarrollo del tumor, por ines-

tabilidad cromosómica (CIN, del inglés chromosomal instability), por 

inestabilidad de microsatélites (MSI, del inglés microsatellite instabi-

lity) y por la firma de metilación de las islas CpG (CIM, del inglés CpG 

island methylation). A través de estos mecanismos, se producen 

cambios en el ADN que afectan a importantes vías de activación, co-

mo la vía de señalización de Wnt, la de las proteínas quinasas de ac-

tivación mitogénica/ fosfoinositol-3-quinasa (MAPK/PI3K, del inglés 

mitogen-activated protein kinases/ phosphatidylinositol 3-kinase), el 

factor de crecimiento transformante β (TGF-β del inglés transforming 

growth factor) o cambios en el gen TP53 que codifica la proteína tu-

moral 53 (P53) (9). 
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El hígado constituye un órgano preferente para la formación de metásta-

sis, en múltiples tipos de tumores, debido no solo a su estructura única, sino 

también a su constante estado de inmunosupresión, necesario para sus di-

versas funciones como la biosíntesis de proteínas y la desintoxicación de la 

sangre portal (10). Además, existen otros factores que lo hacen susceptible a 

la metástasis, como la gran irrigación por medio de sus dos fuentes de san-

gre, 80% de sangre desoxigenada a través de la vena porta y el 20% restante 

de sangre oxigenada por la arteria hepática (11). Otro de los factores es la 

gran ramificación de los vasos portales hacia los sinusoides hepáticos. En 

este punto, la microcirculación se ralentiza y favorece la retención mecánica, 

así como una adhesión más firme de las células tumorales circulantes. Por 

último, la anatomía de la vasculatura hepática fenestrada favorece la extra-

vasación de las células tumorales (12). 

Entre los pacientes que sufren CCR, el 15 al 25% han desarrollado metás-

tasis hepática cuando se les realiza el primer diagnóstico y aproximadamente 

el 50% la desarrollan en algún momento durante el avance de la enfermedad 

(13,14). Aunque en las últimas décadas el tratamiento ha mejorado sustan-

cialmente, a día de hoy, la resección quirúrgica del hígado es el único trata-

miento que ofrece un mayor tiempo de supervivencia frente a la metástasis 

hepática. Sin embargo, solo una minoría de los pacientes son aptos para 

dicha cirugía (15). Además, no todos los pacientes sometidos a la cirugía 

obtienen un mayor tiempo de supervivencia, ya que en el 30% de los casos 

se vuelve a generar metástasis y en un 15% de los casos, el paciente fallece 

en menos de un año después de la operación (14). 

Todos estos datos indican una necesidad en la mejora de los tratamientos 

para hacer frente a la metástasis hepática por CCR. Por todo ello, numerosos 

estudios se han centrado en el análisis a nivel molecular y celular del desa-
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rrollo de la metástasis hepática, con la finalidad de hallar posibles tratamien-

tos que disminuyan o ralenticen dicho proceso. Desde hace unos años, se ha 

comenzado a investigar tanto el papel de las células tumorales como el de las 

células residentes del hígado, dada su implicación en el avance de la enfer-

medad.  

Sobre esta línea de investigación se ha trabajado en esta tesis, en el estu-

dio de los cambios producidos en la fisiología de las células residentes en el 

hígado y cómo influyen en el proceso metastásico. Además, se ha estudiado 

la importancia de los cambios en la expresión de diferentes moléculas duran-

te esta patología con el fin de obtener posibles dianas terapéuticas que ayu-

den a la mejora de los tratamientos existentes. 

En base a lo redactado anteriormente y como paso previo a la explicación 

del  desarrollo metastásico en el hígado, es necesario incidir en ciertos as-

pectos a tener en cuenta sobre la morfología y la fisiología de este órgano. 

2. El hígado 

2.1 Morfología 

El hígado está situado en la parte superior derecha de la cavidad abdomi-

nal, por debajo del diafragma, recubierto de una cápsula de tejido de coláge-

no y fibras elásticas (cápsula de Glisson). A nivel celular, está compuesto 

principalmente por hepatocitos, células con estructura poliédrica que con-

forman aproximadamente el 80% del total de las células hepáticas. Estas 
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células forman estructuras poligonales denominadas lobulillos hepáticos, los 

cuales constituyen las unidades básicas de funcionamiento del órgano (16).  

Estas unidades están delineadas por tejido conectivo y en cada ángulo de 

dicha estructura se encuentra la denominada, triada portal, compuesta por 

una rama de la vena porta, otra de la arteria hepática y un conducto biliar 

interlobulillar.  a sangre ingresa en el hígado a través de la vena porta y de la 

arteria hepática llegando a la periferia de los lobulillos hepáticos. Desde ahí 

entra en los sinusoides y se dirige hacia la vena centrolobulillar. Posterior-

mente esta vena drena en las venas hepáticas, las cuales desembocan en la 

vena cava inferior (17). 

Además de los hepatocitos, existe otro gran grupo de células presentes 

en el hígado, denominadas células no parenquimales (NPCs, del inglés non- 

parenchymal cells), que componen aproximadamente el 20% restante de 

células hepáticas y son imprescindibles para las diversas funciones fisiológi-

cas:  

- Células endoteliales del sinusoide hepático (LSECs, del inglés liver sinu-

soidal endothelial cells), son uno de los tipos celulares presentes en los sinu-

soides hepáticos y conforman aproximadamente el 50% de las NPCs del 

hígado (18). Los sinusoides hepáticos son estructuras únicas en todo el cuer-

po ya que su endotelio no posee lámina basal y las fenestras proporcionan 

canales abiertos entre la sangre sinusoidal y el espacio de Disse (19). 

Además, otra de las principales características de estas células endoteliales 

es el alto contenido de vesículas y lisosomas que indican una gran actividad 

endocítica y una alta implicación en el sistema inmune del hígado (20). 

- Células estrelladas hepáticas (HSCs del inglés, hepatic stellate cells), 

también denominadas células perisinusoidales o células ITO, están localiza-
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das en el espacio de Disse entre las LSECs y los hepatocitos (21). Representan 

menos del 1% del total de las NPCs del hígado (18). Son de origen mesen-

quimal y en condiciones fisiológicas participan en el almacenamiento y libe-

ración de retinoides y lípidos, en la producción y la remodelación de la ECM y 

en la regulación del flujo sanguíneo hacia los sinusoides. En este estado ba-

sal, las  células se encuentran quiescentes (22). 

- Células de Kupffer (KCs del inglés kupffer cells), son macrófagos hepáti-

cos localizados en el interior del sinusoide hepático y constituyen aproxima-

damente el 20% de las NPCs del hígado (18). Estas células forman la primera 

línea de defensa frente a partículas citotóxicas provenientes del tracto gas-

trointestinal (23). Además, las KCs juegan un papel importante tanto en pro-

cesos anti-inflamatorios como pro-inflamatorios y poseen una alta capacidad 

fagocítica de partículas y de diferentes tipos celulares (24). 

- Linfocitos, células del sistema inmune localizadas tanto en el parénqui-

ma como en los sinusoides. Conforman el 25% restante de las células NPCs, 

tanto de las sub-poblaciones del sistema inmune innato, como las células 

asesinas naturales (NK, del inglés natural killer), como del sistema inmune 

adquirido, entre los que se encuentran, los linfocitos T y B. Todas estas sub-

poblaciones celulares, junto con otras NPCs son responsables de la respuesta 

inmune del hígado tanto a factores endógenos como exógenos (18). 

2.2. Función 

El hígado es el órgano encargado de diversas funciones para el correcto 

funcionamiento del organismo y tiene la capacidad de comportarse tanto 
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cómo un órgano exocrino cómo  endocrino, según sea necesario. En relación 

a sus capacidades exocrinas los hepatocitos son los responsables de:  

a) Secretar bilis al conducto biliar de manera regulada por el sistema 

endocrino.  

b) Secretar bilirrubina, un componente tóxico formado a partir de 

eritrocitos. 

c) Recoger los anticuerpos producidos por las células de la lámina in-

testinal y conducirlos a través de los canales biliares hacia la luz del in-

testino donde controlan la flora bacteriana intestinal (25).  

Por otro lado, los hepatocitos son capaces de llevar a cabo funciones típi-

camente endocrinas como: 

a) Sintetizar proteínas de la sangre como la albúmina y factores de 

coagulación sanguínea (protrombina y fibrinógeno). 

b) Almacenar grasas y carbohidratos, como la glucosa que por gluco-

genogénesis se convierte en glucógeno. Este glucógeno se convertirá 

nuevamente en glucosa mediante la glucogenolisis, cuando sea necesa-

rio. 

c) Eliminar de la sangre medicamentos y sustancias nocivas a medida 

que se filtra a través de los sinusoides hepáticos.  

d) Durante la etapa fetal, el hígado es el centro de hematopoyesis o 

producción de células sanguíneas (17).  
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Figura 1. Morfología y estructura hepática. (A) Morfología del lóbulo hepático, formado por 
filas de hepatocitos (morado). En rojo la arteria hepática, en azul la vena centro lobulillar en la 
parte superior y la vena porta en la inferior y en verde el conducto biliar. (B) Composición 
celular del sinusoide hepático, conformado por LSECs, HSCs y KCs (26). 

3. Desarrollo tumoral hepático 

Como se ha indicado anteriormente, el adenocarcinoma de colon es un 

tipo de cáncer originado por la malignización de las células epiteliales en el 

colon y tiene como principal órgano metastásico el hígado.  La metástasis, se 

define como un proceso de diseminación de células tumorales por todo el 

organismo, a través de los vasos sanguíneos y linfáticos (22).  

Según la teoría de “la semilla y el suelo” desarrollada por Paget, S en 

1989, la metástasis es un proceso complejo, selectivo y secuencial en el cual 

las células tumorales con capacidad metastásica (semillas) han de llegar a los 

órganos específicos, con un microambiente tumoral concreto que facilite el 

desarrollo metastásico (suelo) (27)  
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Este proceso puede dividirse en 5 fases: primero la invasión del órgano 

primario hasta llegar al sistema circulatorio o linfático. Después, la intravasa-

ción al torrente sanguíneo o linfático y su posterior circulación por él. Una 

vez llegado al órgano diana o secundario, las células tumorales han de extra-

vasarse y colonizar dicho órgano (28).  

3.1. Formación del tumor primario e invasión 

Uno de los primeros pasos para conferir capacidad metastásica a las célu-

las tumorales es la reprogramación celular de las células epiteliales hacia un 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fases de la cascada metastásica. Las 5 fases en las que se divide el proceso me-
tastásico: invasión, intravasación, extravasación, circulación y colonización (29). 
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fenotipo mesenquimal, conocido como transición epitelio-mesénquima 

(EMT, del inglés epitelial-mesenchymal transition) (30). Esta transición con-

siste, entre otras características, en la perdida de funciones fenotípicas de las 

células epiteliales, como la polaridad apical-basal, las uniones célula-célula y 

la adherencia a la membrana basal. Mientras que a su vez, se adquieren ca-

racterísticas adscritas a células de origen mesenquimal, como la migración e 

invasión (31). 

El proceso EMT está inicialmente impulsado por varias vías de señaliza-

ción, con interacciones entre ellas, que confieren una mayor capacidad inva-

sora y migratoria a las células tumorales (32). Entre estas vías se encuentran: 

la vía del TGF-β (33), la vía de la subunidad α del factor 1 inducible por 

hipoxia (HIF1α, del inglés hypoxia inducible factor 1α) (34) y las vías de seña-

lización Wnt y Notch (35). Además, la presencia de citoquinas como el factor 

de necrosis tumoral α (TNF-α, del inglés tumor necrosis factor) (36) o el fac-

tor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF del inglés, platelet-derived 

growth factor) (37) también favorece la transición epitelio-mesénquima. 

Todas estas vías se centran, entre otros procesos, en suprimir de forma dire-

cta o indirecta la transcripción de E-cadherina (molécula esencial de las 

uniones adherentes en la estabilidad célula-célula), junto con la activación de 

moléculas relacionadas con fenotipos mesenquimales, como son la vimenti-

na y la N-cadherina (34,38). La sobreexpresión de vimentina y N-cadherina 

produce un reordenamiento del citoesqueleto, aumentando la producción 

de fibras de estrés, y favoreciendo la formación filopodios y lamelipodios que 

facilitan la motilidad de las células cancerosas (39). 
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Figura 3. Mecanismo de transición endotelio-mesénquima (EMT). Esquema del proceso EMT 
de las células endoteliales. La activación de vías de señalización modulada por el aumento de 
expresión de factores como TGF-β, HIF1α, TNF-α y PDGF generan un aumento de N-cadherina, 
vimentina y MMPs, así como una disminución de E-cadherina y de las uniones estrechas, que 
promueven la disminución de la polaridad apical-basal, las uniones entre células y un aumento 
de MMPs. Estos cambios facilitan la transición EMT y con ella la invasión del tejido primario 
por parte de estas células junto con las tumorales. 

Durante el proceso EMT, las células tumorales también han activado fac-

tores de transcripción como Snail y SIP 1 que van a estimular la expresión de 

las metaloproteasas de matriz (MMPs, del inglés matrix metalloproteinases), 

unas enzimas con función endopeptidasa (40). Dichas moléculas son las prin-

cipales encargadas de la degradación de diferentes componentes de la ma-

triz extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix), entre los que se en-

cuentra el colágeno o la gelatina (41). Esta degradación de la ECM es necesa-
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ria para el proceso de invasión del tejido primario y así llegar a los vasos san-

guíneos o los canales linfáticos para la intravasación (42).  

3.2. Intravasación y circulación de las células tumora-
les 

La segunda fase en la cascada metastásica es la intravasación, el proceso 

por el cual, las células tumorales entran en el torrente sanguíneo o linfático 

para su diseminación (43). Durante el EMT, las células pierden la capacidad 

de adhesión celular y en condiciones fisiológicas se activaría un proceso de 

muerte celular programado, denominado anoikis (44). Sin embargo, las célu-

las tumorales son capaces de evadir este proceso a través de un aumento en 

la producción de proteínas anti-apoptóticas, como Bcl-2 y una disminución 

de la expresión de proteínas pro-apoptóticas, como p21 (45). 

Las células tumorales de CCR se intravasan tanto por un mecanismo acti-

vo como pasivo (46,47). Uno de los mecanismos de intravasación activo con-

siste en un incremento en la vía de señalización del factor transcripcional 

Notch, que genera un aumento de la capacidad de intravasación tumoral 

(48). Por otro lado, el mecanismo pasivo puede estar producido por la fragili-

dad de los vasos sanguíneo y la pérdida de uniones célula-célula y célula-

matriz (49). 

En lo que respecta a la propagación a través de los vasos linfáticos, las 

células tumorales llegan a los órganos distales, evitando el sistema inmune 

presente en la circulación sanguínea. Para facilitar la entrada de las células 

tumorales al sistema linfático, el diámetro de los vasos linfáticos aumenta 

alrededor del tumor. Además se activa un proceso de linfangiogénesis, es 
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decir, de formación de nuevos vasos linfáticos para facilitar la diseminación 

de las células tumorales hacía el hígado (50). 

Por otro lado, en el torrente sanguíneo las células tumorales han de so-

brevivir al sistema inmune, fuerzas hemodinámicas y colisiones con células 

dentro del vaso como eritrocitos o células endoteliales (51). Para ello, se 

rodean de plaquetas, que además van a favorecer su posterior extravasación 

en el hígado (52). Otro de los mecanismos de defensa de las células tumora-

les es la activación de la expresión del factor tisular (TF, del inglés tissue fac-

tor), que se une a factores de coagulación favoreciendo la coagulación san-

guínea. Además, se estimula la expresión del receptor activado por proteasa 

2 (PAR-2), que es capaz de controlar la respuesta inmune y anti-apoptótica 

(39).  

3.3. Extravasación de las células tumorales al parén-
quima hepático 

Una vez las células tumorales llegan al hígado, tras sobrevivir al ataque 

del sistema inmune y a las fuerzas mecánicas a las que son sometidas duran-

te la circulación, es el momento de la diapédesis, es decir, la salida de las 

células de los vasos sanguíneos a través del endotelio vascular(52).  

En los sinusoides hepáticos, debido a su reducido diámetro, la velocidad 

del flujo se ve disminuida. Al reducirse la velocidad se favorece la coloniza-

ción del hígado ya que las células tumorales quedan atrapadas en los sinu-

soides y aumenta el tiempo de interacción entre las células tumorales y las 

LSECs (53). Además, esta retención de las células tumorales y el bloqueo de 

los sinusoides genera una respuesta inflamatoria por parte del hígado, que 
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desencadena tanto la activación de factores pro-tumorales como anti-

tumorales (54).  

Por un lado, el ambiente inflamatorio provoca la respuesta anti-tumoral 

por parte de las KCs presentes en los sinusoides. Además, tanto las LSECs que 

producen interferon γ (IFN-γ del inglés interferon gamma), especies reactivas 

de oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) y óxido nítrico (NO, del 

inglés nitric oxide) como las KCs que producen TNF-α, activan las vías 

apoptóticas de las células tumorales (55). Asimismo, las KCs en respuesta a 

este ambiente pro-inflamatorio, incrementan la producción de citoquinas y 

quimioquinas, capaces de activar a las NK y a los neutrófilos, atacando al 

tumor (56). Por ello, durante este proceso, las células tumorales secretan 

proteína de alta movilidad del grupo 1(HMGB1, del inglés high-mobility 

group protein 1), que desencadena la apoptosis de macrófagos y monocitos, 

facilitando la evasión al sistema inmune (57).  

Por otro lado, este ambiente inflamatorio favorece la respuesta pro-

tumoral. La expresión de interleucinas como IL-6, IL-1, TNF-α, y la de factores 

de crecimiento como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, 

del inglés vascular endothelial growth factor) (58), junto con la retención de 

las células en el sinusoide, favorece la adhesión tumoral al endotelio hepáti-

co vascular y la migración transendotelial (11).  

Numerosos estudios han demostrado que la extravasación de las células 

tumorales de CCR en el hígado sigue el mismo patrón que la adhesión de los 

leucocitos frente a una respuesta inflamatoria, a través de una serie de in-

teracciones secuenciales receptor-ligando (59). Primero los leucocitos rue-

dan a través de uniones débiles, como selectinas, por el endotelio. Este pro-

ceso ralentiza el movimiento, permitiendo uniones más fuertes generadas 
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por las moléculas de adhesión (CAMs, del inglés celular adhesion molecules) 

(60). Este modelo se ha visto respaldado por un aumento de expresión de E-

selectina durante los procesos inflamatorios, que favorece la retención y 

primera adhesión de los leucocitos al endotelio (61). 

De igual manera, en la metástasis hepática, las LSECs aumentan la expre-

sión de E-selectina, en respuesta al ambiente inflamatorio, mediando la 

unión a sus ligandos correspondientes de las células tumorales. Este proceso 

desencadena la expresión las CAMs, específicamente de adhesión intercelu-

lar (ICAM-1, del inglés intercelular adhesion molecule 1) y vascular (VCAM-1, 

del inglés vascular cell adhesion molecule 1) por parte del endotelio, para 

estabilizar la adhesión durante el proceso de transmigración endotelial (39, 

40). Estas uniones, tanto las débiles como las fuertes, van a favorecer la ex-

travasación tumoral que generalmente se produce entre dos células endote-

liales, con una rotura previa de sus uniones intercelulares (65). Sin embargo, 

en el hígado, la extravasación se produce también entre las fenestras gene-

radas por la morfología de las LSECs, lo que facilita la invasión tumoral (66). 

3.3.1. Importancia de la ICAM-1 en la adhesión tumo-
ral 

Como se ha explicado anteriormente, las CAMs median la adhesión re-

ceptor-ligando de las células tumorales de CCR en el hígado. Entre estas 

moléculas, la ICAM-1 juega un papel clave en este proceso. La ICAM-1 es una 

glicoproteina transmembrana perteneciente a la superfamilia de las inmuno-

globulinas (67), con cinco dominios Ig extracelulares glicosilados, un dominio 

transmembrana y un dominio citosólico corto con dos residuos de tirosina 

(68). Se expresa a bajos niveles de forma constitutiva en células inmunes, 
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endoteliales y epiteliales (69) y su expresión se ve incrementada en presen-

cia de moléculas pro-inflamatorias, como la IL-1, TNF-α, IFN-γ, y por lipopoli-

sacáridos (LPS) (70,71).  

En condiciones fisiológicas, la ICAM-1 participa en diversos procesos in-

munes, como la infiltración de leucocitos, tras la interacción con el antígeno 

1 asociado a la función linfocitaria (LFA-1, del inglés Lymphocyte function-

associated antigen 1, también conocido como αLβ2 o CD11a/CD18) presente 

en dichos leucocitos (72). Esta integrina está compuesta por dos sub-

unidades, una cadena αL y una β2, unidas de manera no covalente (73). Po-

see un largo dominio extracelular, un dominio transmembrana y un pequeño 

dominio citoplasmático. Entre sus múltiples funciones, las integrinas son 

capaces de generar una señalización bidireccional, tanto del interior de la 

célula hacia fuera como del exterior celular hacia dentro (74). Además, tie-

nen un papel clave en la respuesta inmune a través de la migración y ad-

hesión leucocitaria (75) 

Una vez se produce esta interacción, se aumentan los niveles de calcio in-

tercelular y se activan diferentes vías de señalización que favorecen la remo-

delación del citoesqueleto, alterando la capacidad contráctil de las células 

endoteliales y favoreciendo la diapédesis de los leucocitos (76). Además, la 

ICAM-1 actúa también como una molécula activadora de vías de transduc-

ción de señales, por medio de la activación de las vías de las quinasas regula-

doras de la señalización extracelular (ERK1 y ERK2, del inglés extracelular 

signal-regulated kinases), estimulando la producción del factor de transcrip-

ción AP-1 que activa la expresión de factores de crecimiento, citoquinas y 

receptores de superficie, lo que desencadena un aumento en la expresión de 

ICAM-1 y el mantenimiento del microambiente inflamatorio (77). 
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Sin embargo, esta interacción no solo se produce entre células endotelia-

les y leucocitos. Estudios previos en nuestro grupo han descrito que la inter-

acción ICAM-1/LFA-1 se produce entre las LSECs que expresan la molécula de 

adhesión y las células tumorales de CCR, C26, que expresan la integrina LFA-

1. Esta interacción entre el tumor y el endotelio hepático favorece la infiltra-

ción de las células tumorales al hígado (78) y la generación de un microam-

biente pro-inflamatorio y pro-metastásico. Para ello, se incrementan factores 

como IL-1β, TNF-α, interleucina 18 (IL-18), INF-γ y ciclooxigenasa 2 (COX-2), 

que desencadenan una red de retroalimentación positiva, manteniendo el 

estado inflamatorio (78–80). 

 

Célula tumoral

Eritrocito

Interacción
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Figura 4. Proceso de la transmigración tumoral hepática. Las células tumorales llegan al 
sinusoide hepático, donde son eliminadas por las KCs. Sin embargo, la formación de un 
microambiente pro-inflamatorio genera cambios en las KCs que van a facilitar la evasión 
inmune de las células tumorales. Por último, estas células tumorales ruedan a través del 
endotelio, primero con uniones E-selectina/ligando y posteriormente con uniones más 
fuertes entre ICAM-1/LFA-1, lo que facilita la transmigración de las células tumorales al 
interior hepático. 
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3.4. Formación del microambiente tumoral hepático 

Los tumores sólidos están formados tanto por componentes celulares 

como componentes acelulares, conformando un microambiente específico, 

denominado microambiente tumoral (TME, del inglés tumor microenviron-

ment) (81). Este TME se ha ido componiendo, promovido por las células tu-

morales del tumor primario, como paso previo a la colonización del órgano 

secundario, para facilitar el posterior desarrollo tumoral (82). A través de la 

generación de señales y liberación de factores que modifican el parénquima 

del hígado, se ha generado un nicho más permisivo para el desarrollo me-

tastásico (83). 

Además, una vez que las células tumorales se infiltran en el hígado, pro-

mueven el reclutamiento y la activación de otros tipos celulares necesarios 

para completar la formación del TME hepático. Entre estos tipos celulares se 

encuentran células estromales, entre ellas células endoteliales, pericitos y 

fibroblastos (84). Otros tipos celulares que lo componen son los derivados de 

la médula ósea, incluyendo monocitos, macrófagos, neutrófilos, mastocitos, 

células mieloides supresoras y células madre mesenquimales (85). Junto con 

este reclutamiento celular, las células tumorales activan la expresión de 

componentes extracelulares como son las citoquinas, quimioquinas, factores 

de crecimiento, componentes de la ECM, hormonas y otras vesículas extrace-

lulares (86,87). Tanto la interacción entre los componentes extracelulares 

con las células, como las interacciones célula a célula van a  facilitar el desa-

rrollo metastásico hepático (88).  

Dentro del TME hepático, las HSCs y los fibroblastos reclutados junto con 

las KCs y monocitos reclutados y diferenciados en macrófagos, constituyen 

los principales tipos celulares no tumorales presentes en el TME. (89).  
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3.4.1. El papel de los fibroblastos en el TME  

Dentro del TME, tanto la composición celular como acelular, genera que 

las HSCs y los fibroblastos reclutados, se activen y modifiquen su fenotipo 

constituyendo lo que se denominan fibroblastos asociados al cáncer (CAFs, 

del inglés cancer-associated fibroblasts) (90).  

Según Heneberg, la activación se produce en una secuencia de tres pasos: 

(1) reclutamiento de los fibroblastos, (2) transformación de células normales 

a CAFs y (3) mantenimiento del fenotipo CAF en el TME (91). Los CAFs, con-

forman un grupo heterogéneo caracterizado principalmente por la expresión 

de vimentina, proteínas activadoras de fibroblastos (FAP, del inglés fibroblast 

activation protein) y α-actina de músculo liso (α-SMA, del inglés α-smooth 

muscle actin) (92).  

Los CAFs tienen la capacidad de dar soporte a la progresión tumoral pro-

moviendo el crecimiento y la supervivencia tumoral, la angiogénesis, la in-

flamación, la resistencia a fármacos y la invasión y metástasis tumoral (93). 

Para ello, estos fibroblastos, entre otros muchos cambios, aumentan la libe-

ración paracrina de moléculas de señalización, como TGF-β y el factor de 

crecimiento de hepatocitos (HGF, del inglés hepatocyte growth factor) que 

promueven la activación de la vía EMT en las células tumorales en el TME 

(91). Otra modificación clave es la remodelación de la ECM, uno de los prin-

cipales procesos mediados por la acción de los CAFs. Se produce un aumento 

en la secreción de colágeno tipo I y II fibronectina (94) y de tenascina C (95), 

provocando una alteración en la composición de la ECM. Además, están im-

plicados en la degradación de la ECM por medio de la secreción de MMPs, 

como MMP-1 (96), MMP-2 y MMP-9 (97). 
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Los CAFs también participan en el control de la respuesta inflamatoria y 

pro-tumoral a través de la secreción de diversas moléculas pro-inflamatorias, 

como PGE2, factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidér-

mico (EGF, del inglés epidermal growth factor) o VEGF (98); quimioquinas, 

como el factor 1 derivado de células estromales (SDF-1 o CXCL-12, del inglés 

stromal cell-derived factor 1) (99) e interleucinas, como la IL-1 (100). 

Por último, la implicación de los CAFs en procesos migratorios se produce 

a través de la reorganización de las fibras de fibronectina. Brevemente, el 

receptor α del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRα, del 

inglés platelet derived growth factor) está sobre-expresado en los CAFs y 

está involucrado en el alineamiento y reorganización de las fibras de fibro-

nectina. La unión entre la integrina α5β1 y la fibronectina activa, tras una 

fosforilación, a la quinasa de adhesión local (FAK, del inglés focal adhesion 

kinase) que activa a Src. Ambas vías, estimulan a su vez Akt, ERK1/2 y PI3K 

involucradas en la migración celular. Además la vía ERK1/2 induce la expre-

sión de MMP-9, en la degradación de la ECM (101).  

En concreto en el hígado, durante la formación del TME, las células tumo-

rales junto con LSECs y KCs, interaccionan con las HSCs para fomentar su 

reclutamiento (102). Para ello, las células tumorales secretan factores con 

actividad paracrina como: PDGF, TGF-β, EGF y el factor de crecimiento fi-

broblástico 2 (FGF-2, del inglés fibroblast growth factor 2). También, se pro-

ducen cambios en la composición de la ECM capaces de promover el reclu-

tamiento de fibroblastos (100). 

Una vez reclutados en el TME, las HSCs se activan por diferentes vías, a 

través de la comunicación directa célula a célula o tras la interacción con 
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leucocitos a través de ICAM-1 o VCAM-1, como consecuencia de una sobre-

producción de ROS (103). 

Estudios previos en nuestro grupo han descrito que las HSCs están presen-

tes en este TME antes del reclutamiento de las células endoteliales (104). 

Además, la migración de las HSCs esta modulada en gran medida por la inter-

acción entre la ICAM-1/LFA-1, ya que tras su bloqueo, se observó disminu-

ción del porcentaje de α-SMA dentro del tumor (78,105). 

Figura 5. Proceso de activación de HSCs. (A) HSC quiescente sin contacto tumoral. (B). HSC en 
contacto con las células tumorales y como consecuencia, aumento de la expresión de PDGF, TGF-
β, EGF y FGF-2 que junto con la producción de ROS y el estado de hipoxia, que desencadena la 
activación de las HSCs. (C) Las HSCs activadas facilitan el desarrollo tumoral promoviendo la proli-
feración, angiogénesis, migración, resistencia inmunológica y respuesta desmoplásica a través de 
la expresión de MMPs, factores de crecimiento, quimioquinas,  moléculas inflamatorias y produc-
tos metabólicos.  
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3.4.2. El papel de los macrófagos en el TME 

Dentro del TME, los macrófagos son la población inmune más abundante 

y durante el desarrollo metastásico tienen un papel dual (106). A medida que 

se está generando el TME, las células que lo componen activan a través de 

señales, el reclutamiento de macrófagos y de monocitos. Una vez se han 

infiltrado, los monocitos y macrófagos pasan a denominarse TAMs (del 

inglés, tumor associated macrophages) (107). Estos TAMs, son capaces de 

polarizarse a dos fenotipos diferentes, M1 o M2 dependiendo del microam-

biente que les rodea (108). Además, esta polarización dota a los macrófagos 

de una respuesta a estímulos diferente además de una expresión diferencial 

de citoquinas, quimioquinas, y receptores (106). 

La polarización hacia el fenotipo M1 se desencadena en respuesta a seña-

les que se activan en procesos de defensa frente a microorganismos, inclu-

yendo bacterias, virus y protozoos. Además, posee un papel antitumoral al 

reconocer y eliminar a las células tumorales (109). Por otro lado, la polariza-

ción hacia un fenotipo M2 se activa en respuesta a señales que tienden a 

generar una inmunosupresión ya sea para favorecer la reparación tisular 

como para la progresión tumoral (110).  

Aunque los TAMs puedan exhibir ambos fenotipos de polarización, se 

considera a los TAMs como macrófagos de tipo M2, debido a que constitu-

yen un componente esencial afectando al crecimiento tumoral, la angiogé-

nesis la regulación inmune, la capacidad metastásica y la quimioresistencia 

(111). Por todo ello, la acumulación de macrófagos de tipo M2 en el TME se 

correlaciona con una peor prognosis de la metástasis (107,112).   
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En el hígado, para que se produzca la infiltración y la polarización de los 

macrófagos, el TME secreta factores que activan el reclutamiento hacia el 

tumor tanto de monocitos precursores presentes en la circulación como de 

KCs residentes en el hígado (113). Entre estos factores se encuentra la pro-

teína quimiotáctica de monocito (CCL2 o MCP-1, del inglés monocyte che-

moattractant protein 1). Esta quimioquina, a través de la unión a su receptor 

específico (CCR2) expresado en la superficie de los macrófagos favorece el 

reclutamiento y la polarización hacia un fenotipo M2 (114).  

Otros dos factores implicados en la polarización de los macrófagos son el 

factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF o CSF-1, del inglés ma-

crophage colony-stimulating factor) y el factor estimulador de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF, del inglés granulocyte-macrophage co-

lony-stimulating factor). Mientras que el aumento de los niveles de M-CSF en 

el TME induce la polarización hacia tipo M2, el incremento de GM-CSF se 

correlaciona con la polarización hacía el fenotipo M1 (115). 

Además del aumento de CCL2 y de M-CSF en el TME, también se activa la 

expresión de otros factores que favorecen la polarización hacia macrófagos 

con fenotipo M2. Entre ellos, las interleucinas  IL-1R, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, 

los factores de crecimiento TGF-β, VEGF y el factor inhibidor de la migración 

de leucocitos (LIF, del inglés leukocytes inhibitory factor) (110).  

Según un estudio de Fu et al. en hepatocarcinoma, los TAMs durante la 

EMT secretan factores solubles como IL-1β, IL-8, TNF-α y TGF-β que favore-

cen la transición a un fenotipo mesenquimático (116).  
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Otra de las funciones de los TAMs es la activación de la angiogénesis, al 

aumentar la expresión de VEGF y de MMP-9 que remodela la matriz y facili-

tan la formación de novo de vasos sanguíneos (117). 

3.5. Remodelación de la matriz extracelular 

La síntesis, degradación y remodelación de la ECM es uno de los procesos 

clave para facilitar la proliferación e invasión de células tumorales y la forma-

ción de nuevos vasos sanguíneos durante el desarrollo tumoral (118). Para 

ello, el TME, juega un papel clave en dicha remodelación, al generar CAFs y 

TAMs, los cuales son las principales células no tumorales implicadas en este 

proceso.  

Figura 6. Proceso de activación de KCs y monocitos en TAMs. (A) KCs y monocitos en condi-
ciones fisiológicas. (B). KCs y monocitos en contacto con las células tumorales y con ello au-
mento de la expresión de M-CSF, interleucinas y PGE2, que genera una polarización hacia 
macrófago M2/TAM. (C) Estos TAMs a su vez facilitan el desarrollo tumoral promoviendo la 
proliferación, angiogénesis, migración y resistencia inmunológica a través de la expresión de 
MMPs, factores de crecimiento, quimioquinas y moléculas inflamatorias.   
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3.5.1. Desmoplasia 

En condiciones fisiológicas, la ECM se encuentra en un constate proceso 

de remodelación. Durante este proceso de remodelación, se genera la acu-

mulación de colágeno fibrilar (tipos I, III, IV y V), fibronectina, elastinas, hialu-

ronano y lamininas, que constituyen tanto la ECM como la membrana basal. 

Simultáneamente, los fibroblastos aumentan la degradación de la ECM, a 

través de MMPs y activadores de plasminógeno tipo uroquinasa (uPA, de sus 

siglas en inglés urokinase Plasminogen Activator) para mantener la homeos-

tasis en la remodelación de la ECM (119).   

Sin embargo, los CAFs, tienen la capacidad de aumentar la síntesis de la 

ECM, desregulando el “turnover” de la ECM, produciendo un aumento en la 

respuesta desmoplásica. Este aumento en la deposición de colágeno fibrilar 

induce una mayor rigidez de los tejidos y a la formación de un estroma fibró-

tico, que constituye una barrera física frente al sistema inmune y a un sopor-

te físico para las interacciones celulares (120). Además, contribuye a un au-

mento del potencial metastásico del tumor, aumentando la proliferación 

tumoral, induciendo hacia un fenotipo más invasivo e incrementando la qui-

mioresistencia de las células tumorales (121). Durante varios estudios clíni-

cos, se ha observado que el incremento en la infiltración de fibroblas-

tos/miofibroblastos en el TME y la consecuente acumulación de colágeno 

fibrilar se correlaciona con un peor pronóstico en pacientes con metástasis 

hepática por CCR (122). 
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3.5.2. Degradación de la ECM: MMPs 

La degradación de la ECM es otro de los procesos clave en el desarrollo 

tumoral y está generado principalmente por la acción del TME. Esta degrada-

ción está mediada por las células tumorales, los CAFs y los TAMs a través de 

un aumento en la expresión de MMPs (111,123). Las MMPs son endopepti-

dasas dependientes de Zinc (Zn2+), es decir, en su centro catalítico poseen 

una molécula de Zn2+ (124). La mayoría de las MMPs están constituidas por 

cuatro dominios, incluyendo, el dominio catalítico, el dominio bisagra, un 

pro-dominio N-terminal y un dominio C-terminal tipo hemopexina (125). 

Adicionalmente, las MMPs transmembrana (MT-MMPs) tienen un dominio 

transmembrana y algunos tipos de MMPs poseen una región de furina entre 

el pro-dominio y el dominio catalítico, involucrada en la activación de la en-

zima (126). 

De forma general, las MMPs se expresan en forma de zimógeno, con una 

secuencia rica en cisteínas que, tras su rotura, por otras enzimas proteolíti-

cas, deja libre el centro catalítico de Zn2+, activando a las MMPs. Una vez 

activadas, su regulación viene condicionada por la acción de los inhibidores 

tisulares de las metaloproteasas endógenos (TIMPs, del inglés tissue inhibi-

tors of metalloproteinases) que tras su unión bloquean el centro catalítico, 

impidiendo la actividad de las MMPs (127). La familia de las MMPs está com-

puesta por 28 miembros, de los cuales 23 están expresados en los tejidos del 

ser humano. Se clasifican en función del sustrato que degradan y la organiza-

ción estructural de sus dominios, agrupándose en colagenasas, gelatinasas, 

estromelisinas, matrilisinas, MT-MMPs y otras MMPs (124). 

Entre todos los tipos de MMPs, dentro del desarrollo tumoral, la subfami-

lia de gelatinasas compuestas por la MMP-2 o gelatinasa A y la MMP-9 o 
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gelatinasa B tienen una mayor relevancia dentro del desarrollo tumoral, de-

bido a su capacidad de degradar la membrana basal (128). En cuanto a su 

estructura, poseen en tres repeticiones en tándem de fibronectina tipo II en 

el extremo N-terminal del dominio catalítico, necesarias para la unión de la 

gelatina (129). 

Estas MMPs están involucradas en diferentes estadios del cáncer, como el 

crecimiento del tumor primario, la angiogénesis y la migración e invasión de 

las células tumorales durante el desarrollo tumoral (130). En diferentes tipos 

de cáncer, entre ellos el CCR, un aumento en la expresión de las gelatinasas 

esta correlacionado con una mayor capacidad invasiva y metastásica (129).  

3.6. Angiogénesis 

Como se ha indicado anteriormente, para el desarrollo y crecimiento del 

tumor en el hígado, es necesaria la formación de un nuevo suministro san-

guíneo a partir del lecho vascular ya existente. Este proceso se denomina 

angiogénesis y es generado, principalmente, por las células endoteliales y 

pericitos en continuo contacto con el tumor junto con la ECM (131). La an-

giogénesis se divide en diferentes fases: 1) la degradación de la membrana 

basal por acción de las proteasas, 2) la activación y la migración de las células 

endoteliales, 3) la proliferación de las células endoteliales y 4) la formación 

de las estructuras en forma de vasos y capilares (132). 

A día de hoy se conocen numerosos factores de crecimiento implicados 

en la progresión de la angiogénesis tumoral entre los que se encuentra el 

VEGF. Tanto las proteínas VEGF cómo sus receptores juegan un papel central 

en múltiples vías de señalización, como son las implicadas en la migración, 
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supervivencia, división celular, diferenciación y permeabilidad vascular de las 

células endoteliales (133). 

Esta familia de proteínas está formada por 6 isoformas de VEGF (de la A a 

la D en vertebrados), el factor de crecimiento placentario (PlGF, del inglés 

placental growth factor) y por el factor de crecimiento vascular endotelial 

derivado de la glándula endocrina (EG-VEGF, del inglés endocrine gland deri-

ved vascular endothelial growth factor), añadido recientemente a este grupo 

(134). Todas las isoformas están compuestas por polipéptidos anti-paralelos 

formando un homodimero con un nudo de cisteína unido por dos puentes 

disulfuro intermoleculares (135). 

Por otro lado, se codifican tres tipos de receptores diferentes para el 

VEGF (VEGFR del 1 al 3), pertenecientes a la familia de los receptores tirosina 

quinasa. Están compuestos por un dominio extracelular compuesto por siete 

dominios de inmunoglobulinas G, un dominio transmembrana y un dominio 

intracelular tirosina quinasa, el cual en su extremo carboxilo posee una qui-

nasa (136). 

El receptor VEGFR-2, se expresa principalmente en células endoteliales 

que conforman los vasos sanguíneos y linfáticos. Posee una mayor afinidad 

por el VEGF-A, que es secretado principalmente por células endoteliales, 

aunque en condiciones de hipoxia, es producido por otros tipos celulares, 

entre ellos, células tumorales, fibroblastos y macrófagos. Esta interacción 

entre el VEGF-A y el receptor VEGFR-2, genera una auto-fosforilación en los 

residuos de tirosina y genera la activación de diferentes rutas que favorecen 

la proliferación, la supervivencia, la permeabilidad y la migración de las célu-

las endoteliales (137). Además de la vía VEGF/VEGFR, existen otras vías de 

señalización que favorecen la angiogénesis, como la vía PDGF/PDGFR, la vía 
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FGF/FGFR y la vía angiopoietina 2 (ANG-2)/TIE2. La vía PDGF/PDGFR está 

implicada en el crecimiento, supervivencia y motilidad de varios tipos celula-

res. La vía FGF/FGFR se asocia a un aumento en la proliferación y en la mi-

gración de las células endoteliales y la vía angiopoietina 2 (ANG-2)/TIE2 favo-

rece la desestabilización vascular generando una vasculatura más resistente 

a terapias anti-angiogénicas (138). 

Dentro del TME, como se ha indicado anteriormente, se genera un estado 

de hipoxia, y se incrementan los valores de HIF-1α, lo que facilita su translo-

cación al núcleo y la activación de la transcripción de mediadores pro-

angiogénicos (139). En este estado, las células tumorales incrementan la 

secreción de PDGF, que va a generar un incremento a su vez de los niveles de 

VEGF producidos por los CAFs. El aumento de estos dos factores, junto con la 

activación de ICAM-1, estimula la vía p38/MAPK, que favorece la prolifera-

ción y migración de las células endoteliales, así como la migración y la reor-

ganización de las HSCs (67,140). Por otro lado, los TAMs en respuesta al es-

tado de hipoxia y a un amento en la expresión de TNF-α, IL-6 y NO, mediado 

por la activación de ICAM-1 en KCs y LSECs, aumentan también la expresión 

de VEGF (67,141). La situación de hipoxia en el TME aumenta los niveles de 

COX-2, y por ende, de PGE2, que estimula la secreción de VEGF por parte de 

las HSCs (104). Además, en múltiples tipos de cáncer, unos valores elevados 

de COX-2 se han asociado con un aumento de la angiogénesis (142).  
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Estudios previos de nuestro grupo han descrito que la interacción ICAM-

1/LFA-1 estimula la secreción de VEGF por parte de las células tumorales. A 

su vez, las HSCs reactivas al tumor aumentan la síntesis de VEGF, lo que favo-

rece la migración de las LSECs in vitro, así como la respuesta angiogénica 

intratumoral in vivo (78). 

 

Figura 7. Proceso de infiltración tumoral hepática.Las células tumorales interaccionan con 
las LSECs a través de la interacción ICAM-1/LFA-1. Esta interacción facilita la infiltración 
tumoral hepática. Una vez en el espacio de Disse, se genera un TME constituido por células 
tumorales HSCs y KCs activados y componentes acelulares como moléculas pro-inflamatorias 
y colágeno. Este TME aumenta de tamaño y migra hasta el interior del parénquima hepático. 
Por último, se forman vasos sanguíneos alrededor del tumor que permitan una mayor 
colonización del órgano. 
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4. Papel de la COX-2 en el desarrollo metastásico 

Como se ha explicado anteriormente, durante la formación del TME y tras 

la infiltración de las células tumorales al hígado tras la interacción ICAM-

1/LFA-1, se genera un microambiente pro-inflamatorio y pro-metastásico. 

Entre las diversas moléculas involucradas en este proceso se encuentra la 

COX-2. Esta enzima, es una de las tres isoformas que conforman la familia de 

las ciclooxigenasas (COXs), unas enzimas limitantes en la síntesis de prosta-

glandinas (PGs) (143). Las PGs se forman a partir del ácido araquidónico (AA, 

del inglés arachidonic acid) extraído de las membranas lipídicas, gracias a la 

acción de las fosfolipasas. Este ácido se oxida generando un metabolito ines-

table, PGG2 que rápidamente se reduce a PGH2, que va a ser el precursor 

común de todos los tipos de PGs  La reacción de estos dos metabolitos es 

catalizada por las COXs (144). 

Las tres isoformas se denominan, COX-1, que se expresa en la mayoría de 

los tejidos y se mantiene a niveles estables, siendo responsable de los niveles 

basales de prostaglandina E2 (PGE2, del inglés prostaglandin E2) para desarro-

llar las funciones fisiológicas básicas (145). La COX-2, la cual constituye una 

forma inducible por diferentes moléculas como citoquinas, factores de cre-

cimiento y promotores tumorales (146). Por último, la COX-3, una isoforma 

idéntica a la COX-1 pero en su ARN mensajero está presente un intrón más y 

se encuentra sobre-expresada en el cerebro (147). 
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Figura 8. Estructura de las isoformas de la COX. (A) Estructura de la COX-1 y la COX-3. (B) 
Estructura de la COX-2. 

La PGE2 es la prostaglandina más abundante tanto en procesos inflamato-

rios fisiológicos como el dolor y la fiebre, como en procesos patológicos co-

mo en enfermedades autoinmunes, inflamatorias o en cáncer (148). Esta PG 

se produce a través de la acción de la enzima prostaglandina E sintasa (PGES, 

del inglés prostaglandin E synthase) y se degrada a través de la enzima 15-

hidroxiprostaglandina deshidrogenasa (15-PGDH, del inglés 15-prostaglandin 

dehydrogenase) (149).  

La actividad fisiológica de la PEG2 está mediada por la activación de seña-

lización en cascadas “downstream” vía unión con receptores prostanoides E 

(EP). Estos receptores conforman una familia con cuatro isoformas, de la 1 a 

la 4 y pertenecen al grupo de los receptores transmembrana acoplados a 

proteínas G (GPCR, del inglés G-protein coupled receptors). Son capaces de 

modular los niveles de calcio (Ca2+), de adenosin monofosfato cíclico (AMPc) 

y de inositol fosfato que son mensajeros secundarios para la activación de 

múltiples vías de señalización (150). Numerosos estudios han observado 

niveles elevados de COX-2 durante el estado inflamatorio del CCR primario 
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(151,152) y su correlación con una peor prognosis (153). Estos datos sugieren 

que dicha enzima participa en la malignización del tumor primario (154). 

Además según Hull et al. en CCR humano se produce un aumento de la ex-

presión de la COX-2 en metástasis hepáticas (155).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Proceso de síntesis de PGE2. Por medio de la fosfolipasa A genera ácido AA a partir 
de las membranas lipídicas. Después, las COXs forman PGG2, una molécula muy inestable que 
se reduce rápidamente en PGH2. Por último, la PGE sintasa forma la PGE2. 

Todos estos estudios ponen en evidencia la importancia de la isoforma 

COX-2 en el desarrollo tumoral. En condiciones fisiológicas, los niveles endó-

genos de PGE2 dependen de la ratio COX-2/PGES y 15-PGDH. Sin embargo, en 

numerosos tipos de cáncer, entre ellos el CCR, se ha observado que la enzi-

ma 15-PGDH se encuentra ubiquitinada, lo que produce una pérdida de su 

función y un aumento en los niveles de PGE2 (156). Este aumento induce de 

forma directa la proliferación, supervivencia, migración e invasión de las 

células epiteliales junto con su implicación en la generación de un microam-
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biente que estimule y favorezca la progresión metástática, por medio de la 

inhibición del sistema inmune y la inducción de la angiogénesis (157). 

Por lo expuesto anteriormente, la inhibición de las enzimas COXs se ha 

propuesto como tratamiento antitumoral, reduciendo la síntesis de PGs. Para 

dicha inhibición, se han utilizado los antiinflamatorios no esteroides (NSAID, 

del inglés nonsteroidal anti-inflammatory drugs). Estos compuestos, impiden 

la entrada al centro activo de las COXs al AA, bloqueando de forma no com-

petitiva e irreversible la producción de PGs, a través de la acetilación de un 

residuo de arginina en posición 120 (158,159). 

Sin embargo, tras varios estudios se observó que la inhibición de la COX-1 

causa efectos secundarios perjudiciales en el tracto gastrointestinal y renal 

(160), por lo que se empezó a estudiar y desarrollar inhibidores específicos 

de la COX-2, que tienen un efecto terapéutico y reducen los efectos secunda-

rios. 

El nuevo grupo de NSAIDs se desarrolló en base a las diferencias estructu-

rales entre las dos isoformas. La COX-1 posee en la posición 523 un aminoá-

cido de isoleucina, mientras que en la COX-2 el aminoácido es la valina, de 

menor tamaño. Esta diferencia provoca que el canal de entrada al centro 

activo de la COX sea de mayor tamaño en la COX-2 con respecto a la COX-1. 

Por tanto, el nuevo grupo de NSAIDs específicos de COX-2 posee un mayor 

tamaño para evitar uniones inespecíficas a la COX-1 (161). 

Dentro de este nuevo grupo de NSAIDs específicos de la COX-2 se encuen-

tra el celecoxib (CLX), uno de los primeros en ser desarrollado y de los más 

efectivos. Además, es uno de los inhibidores más utilizados, ya que tiene una 

especificidad de 375 a 1 de inhibir la COX-2 con respecto a la COX-1. El CLX, 
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está compuesto por 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il] ben-

zenbencenosulfamida. A través de los anillos metilfenil y benzenosulfamida 

se une a la COX-2 (159). 

 

 

En estudios previos, nuestro grupo ha descrito que la COX-2 está implica-

da en la angiogéneis a través de la regulación en la expresión de VEGF por las 

HSCs (162). Además, en las primeras etapas de la metástasis hepática, se ha 

estudiado como la activación de la COX-2 y la sobreexpresión de PGE2 por las 

células tumorales es inducida por la interacción entre la ICAM-1 de las LSEC y 

el LFA-1 de las tumorales. Esta activación de COX-2 genera a su vez un au-

mento en la expresión de proteínas pro-inflamatorias, entre ellas la IL-1β que 

contribuyen a generar un estado de inflamación en el TME. Esta respuesta 

inflamatoria está asociada a un aumento en la expresión del receptor de 

manosa (MR, del inglés mannose receptor) en la superficie de las LSECs (80).  

Figura 10. Estructura del celecoxib (CLX) 
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Figura 11. Proceso de infiltración tumoral hepática modulado por la COX-2. Las células 
tumorales interaccionan con las LSECs a través de la interacción ICAM-1/LFA-1. Esta 
interacción además de facilitar la infiltración tumoral, aumenta la expresión de COX-2. Una 
vez en el espacio de Disse, se genera un TME inflamatorio, constituido por células tumorales 
HSCs y KCs activados y moléculas pro-inflamatorias como PGE2 y otros componentes 
acelulares como colágeno. Este TME va a aumentar de tamaño y va a migrar hasta el interior 
del parénquima hepático. Por último, se forman vasos sanguíneos que permitan una mayor 
colonización del órgano. 

5. El receptor de Manosa  

El receptor de manosa (MR) o CD206, es uno de los cuatro miembros del 

sub-grupo con el mismo nombre, que pertenecen a su vez a la superfamilia 

de lectinas tipo C (163). Es una proteína transmembrana de tipo I, con tres 

dominios extracelulares y un tamaño de 180 kDa. Dentro del dominio extra-

celular, la zona más basal está a su vez, compuesta por ocho dominios de 

lectina tipo C, que son capaces de unirse a diversas moléculas tanto endóge-

↑ COX-2

↑ Reclutamiento de 
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↑ PGE2

Angiogénesis
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nas como exógenas, entre ellas alérgenos, virus, monosacáridos y polisacári-

dos. A continuación, tiene un domino de fibronectina tipo II, que tiene la 

capacidad de unirse a diferentes tipos de colágenos (164). Por último, en el 

extremo N-terminal, posee un dominio rico en cisteína (CRD, del inglés cys-

teine rich domain), dependiente de calcio, que actúa como un segundo do-

minio de lectina al que se unen azúcares sulfatados, entre ellos manosa, fu-

cosa y N-actetilglucosamina (165). Además de los dominios extracelulares, 

presenta un pequeño dominio citoplasmático que permite la interacción con 

los mecanismos endocíticos y así introducir componentes extracelulares al 

interior de las células (166). 

Este receptor se expresa en poblaciones específicas de macrófagos, célu-

las dendríticas y en células endoteliales no vasculares. Posee diversas funcio-

nes, como endocitosis, presentación antigénica o la inducción de la respues-

ta inmune (164).  

En el hígado, el MR se expresa en la superficie de las KCs y de las LSECs en 

altas concentraciones (entre 20.000-25.000 receptores), con la función prin-

cipal de llevar a cabo la endocitosis de las cadenas α del colágeno desnatura-

lizado (167,168).  
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Estudios previos en nuestro grupo han descrito que durante los primeros 

estadios de la metástasis hepática, se produce un aumento en la expresión 

del MR, mediada por un aumento en la expresión de IL-1 por parte de las 

LSECs. Este incremento, viene producido por la activación de la enzima COX-

2, como se ha indicado anteriormente. Tanto el aumento en la producción de 

IL-1 como de PGE2 genera un ambiente inflamatorio que induce a una dismi-

nución de la respuesta inmune hepática. Junto con los altos niveles de estas 

moléculas, la interacción entre las células tumorales con las LSECs reduce la 

capacidad antitumoral de los linfocitos presentes en el sinusoide hepático 

(80).  

 

Figura 12. Estructura del receptor de Manosa. Estructura del MR compuesta por 3 
dominios extracelulares. De basal a apical: 8 dominios de lectina tipo C, un dominio 
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Dado todo lo anterior, planteamos la siguiente hipótesis: 

La interacción entre la ICAM-1 endotelial y la LFA-1 tumoral. El efecto de 

esta interacción junto con la regulación positiva de la actividad de la COX-2, 

promueve la formación de un microambiente tumoral y de una respuesta 

estromal, favoreciendo la progresión metastásica en el hígado. Además,  

Para demostrar esta hipótesis se han propuesto los siguientes objetivos:  

1-  Estudio in vitro de la capacidad de activación tumoral de las células 

C26 sobre líneas no tumorales. 

2- Estudio in vivo del efecto del bloqueo por separado de las moléculas 

que forman la interacción ICAM-1/LFA-1, en el desarrollo tumoral y en el 

reclutamiento de HSCs y KCs.  

3-  Estudio in vitro del papel de la COX-2 modulada por la activación de 

la ICAM-1 en células tumorales y estromales durante el desarrollo tumoral. 

4-  Estudio in vivo del papel de la COX-2 modulada por la activación de la 

ICAM-1 en el desarrollo tumoral hepático y en el reclutamiento de HSCs y 

KCs.  

5-  Estudio in vivo la implicación del MR en el desarrollo tumoral hepáti-

co y en el reclutamiento de HSCs y KCs.  
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1. Animales 

Para la experimentación realizada en esta tesis se han utilizado ratones 

macho de la cepa Balb/c singénicos con las células tumorales de carcinoma 

de colon C26 obtenidos de Charles River (Barcelona, España). Los animales se 

han mantenido bajo condiciones estándar con comida y bebida ad libitum, 

bajo el cuidado de personal cualificado en el Animalario perteneciente a la 

Universidad del País Vasco (EHU/UPV) en conformidad con las leyes naciona-

les e internacionales para el cuidado de animales experimentales. 

2. Líneas celulares 

2.1. Líneas tumorales 

2.1.1. Carcinoma de colon murino C26. 

La línea celular murina de carcinoma de colon CT26.WT, también conoci-

da como CT26 y MCA26 (a partir de ahora denominada de forma abreviada 

C26), es singénica con la cepa de ratón Balb/c. Dicha línea celular se ha obte-

nido de la colección americana de células y tejidos, ATCC (Virginia, Estados 

Unidos). La línea celular se ha mantenido en RPMI-1640 (Gibco, Thermo Fis-

her Scientific, Estados Unidos) suplementado con 100 unidades/ml de penici-

lina, 10 μg/ml de estreptomicina y 25 ng/ml de anfotericina al 10% de suero 

bovino fetal (SBF) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) a 37ºC y 

una concentración de 5% de CO2. 
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2.2. Líneas no tumorales 

2.2.1. Línea celular de fibroblastos 

La línea de fibroblastos murinos BALB/3T3 clon A31 (denominada a partir 

de ahora 3T3) es una línea celular singénica con la cepa de ratón Balb/c, y se 

ha obtenido de la colección americana de células y tejidos, ATCC. Las células 

se han mantenido en condiciones estándares de cultivo, con medio DMEM-

F12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), suplementado con 100 

unidades/ml de penicilina, 10 μg/ml de estreptomicina y 25 ng/ml de anfote-

ricina al 10% de SBF a 37ºC y una concentración de 5% de CO2.  

2.2.2. Línea celular de Macrófagos 

Los macrófagos murinos J774A.1 utilizados en todos los procesos experi-

mentales son singénicos con la cepa de ratón Balb/c, y al igual que la línea 

celular de fibroblastos se han obtenido de la colección americana de células 

y tejidos, la ATCC. Esta línea celular se ha mantenido en medio DMEM (Sig-

ma-Aldrich, Estados Unidos) suplementado, 100 unidades/ml de penicilina, 

10 μg/ml de estreptomicina, 25 ng/ml de anfotericina y L-glutamina 3 mM 

(GIbco, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), al 10% de SBF a 37ºC y una 

concentración de 5% de CO2. 
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3. Medios y reactivos de cultivo y mantenimiento ce-
lular 

3.1. Medios de cultivo y mantenimiento celular 

3.1.1. Medio de cultivo RPMI-1640 

El medio de cultivo RPMI-1640 es un medio de cultivo comercial utilizado 

para el mantenimiento y el tratamiento de las células, una vez suplementado 

con antibióticos y antimitóticos. Originalmente este medio de cultivo fue 

desarrollado para el cultivo de células de leucemia humanas tanto en sus-

pensión como en monocapa. Posteriormente, se modificó el medio para el 

cultivo de células de añadiendo L-glutamina, Rojo Fenol y sin HEPES. Este 

medio contiene altas concentraciones de vitaminas como inositol y colina 

pero no contiene proteínas, lípidos o factores de crecimiento. Por tanto, para 

usar el medio de cultivo RPMI-1640 en el mantenimiento celular se requiere 

una suplementación con algún tipo de suero ya sea bovino, de cabra o de 

caballo. Además, este medio contiene un buffer de bicarbonato de sodio (2.0 

f/L) que requiere una concentración de CO2del 5-10% para mantener su pH 

fisiológico.  

3.1.2. Medio de cultivo DMEM 

El medio de cultivo DMEM (del inglés Dulbecco's modified Eagle medium) 

está modificado a partir del medio basal Eagle (BME, del inglés basal medium 

Eagle), conteniendo el cuádruple de aminoácidos y vitaminas. Este medio 

posee niveles de glucosa elevados, a 4500 mg/L. En particular, este medio 

que se ha utilizado no posee piruvato de sodio ni HEPES pero si contiene rojo 
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fenol, bicarbonato sódico y L-glutamina. Al igual que los otros medios de 

cultivo, es necesario suplementarlo con algún tipo de suero para su uso en 

cultivos celulares. 

3.1.3. Medio de cultivo DMEM F-12 

El medio de cultivo DMEM F-12 consiste en una mezcla 1:1 entre el medio 

DMEM y el medio Ham’s F-12. Este medio es rico y complejo en aminoácidos 

y proteínas. El medio está modificado con L-glutamina a una concentración 

de 2.5mM, con HEPES concentrado a 15 mM, con piruvato de sodio a 0.5 

mM y con bicarbonato sódico concentrado a 1200 g/ml. Esta concentración 

de bicarbonato requiere que el medio se mantenga al 5% de CO2 para poder 

mantener el pH dentro de los rangos fisiológicos. Además, el medio contiene 

sales inorgánicas, vitaminas, aminoácidos y otros tipos moleculares como D-

Glucosa, rojo fenol o ácido linoleíco. Para el mantenimiento de líneas celula-

res en condiciones óptimas de crecimiento es necesario suplementar este 

medio con suero. 

3.2. Reactivos de cultivo y mantenimiento celular 

3.2.1. Suero Bovino Fetal (SBF) 

El SBF es la parte líquida procedente de sangre coagulada en ausencia de 

células, fibrina o factores de coagulación. Sin embargo, sí que posee un gran 

porcentaje de factores nutricionales y compuestos macromoleculares que 

son esenciales para el crecimiento celular, como los azúcares, los lípidos, los 

aminoácidos y las hormonas. Los factores de crecimiento son moléculas 
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esenciales en el crecimiento y mantenimiento celular, entre ellos se encuen-

tra la albúmina sérica bovina, que constituye el componente más abundante 

del suero. El suero bovino que se ha utilizado para suplementar los medios 

de cultivo celulares ha sido previamente inactivado (incubado a 56ºC duran-

te 30 minutos). 

3.2.2. Solución Antibiotico-Antimitótico 100X 

La solución antibiótico-antimitótica 100X (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Estados Unidos) se ha utilizado en los medios de cultivo a una dilución 1 a 

100 para prevenir la contaminación del cultivo por bacterias y hongos. Esta 

solución contiene 10.000 unidades/ml de penicilina, 10.000 unidades/ml de 

estreptomicina y 25µg del antimitótico Fungizone®. Los antibióticos penicili-

na y estreptomicina mantienen a las células en cultivo libres de bacterias, 

tanto Gram-positivas comoG-negativas. La penicilina se extrae a partir del 

hongo Penicillium e interfiere en la correcta composición y volumen de la 

pared celular bacteriana. La estreptomicina ha sido purificada a partir de 

Streptomyces griseus y actúa uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma 

bacteriano impidiendo la síntesis de proteínas. Por último, la anfotericina B 

Fungizone® impide el crecimiento de levaduras y hongos al aumentar la 

permeabilidad de su membrana plasmática. 

3.2.3. L-Glutamina 

La L-glutamina es un aminoácido requerido en el cultivo celular ya que 

participa en diversos procesos celulares clave, como en la formación de los 

nucleósidos de purina y pirimidina o en la producción de aminoácidos, en la 
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formación de glucosa y en la síntesis de proteínas. Aunque todos los medios 

de cultivo contienen L-glutamina, se ha añadido una concentración de 3mM 

al medio DMEM para facilitar el cultivo y el crecimiento celular óptimo de los 

macrófagos J774A.1.  

3.2.4. EDTA 4mM 

El ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, del inglés ethylene-diamine-

tetraaceticacid) (Merk, Alemania) es un compuesto químico utilizado como 

agente quelante, es decir, es un compuesto capaz de formar complejos con 

iones de metales pesados. Se ha durante el sub-cultivo de células C26 debido 

a su capacidad de romper los enlaces de Ca2+ de las células y facilitar que se 

despeguen de la superficie de los frascos de cultivo. Para su correcta utiliza-

ción este compuesto se ha disuelto en PBS 1X a una concentración final de 

4mM.  

3.2.5. Tripsina-EDTA 0.05% 

La Tripsina-EDTA 0.05% (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), 

es una mezcla de proteasas proveniente del páncreas porcino que se concen-

tra hasta un 0.05% y además posee EDTA. Esta solución se ha empleado para 

levantar los fibroblastos murinos durante el proceso de sub-cultivo celular. 

3.2.6. Colágeno Tipo I 

El colágeno Tipo I (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) es un 

componente de la ECM de los tejidos conectivos y de diversos órganos inter-
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nos. Además, actúa como sustrato en el cultivo de diferentes tipos celulares. 

Se extrae de los tendones de la cola de rata y se suministra en una disolución 

acuosa de 20mM de ácido acético, a una concentración proteica de 3mg/ml 

tras una previa esterilización mediante la filtración a través de una membra-

na con un tamaño de poro de 0.22μm. El colágeno se ha utilizado como base 

de adhesión celular a una concentración de 30µg/ml en medio de cultivo. 

3.2.7. Dimetilsulfóxido 

El dimetilsulfóxido (DMSO, del inglés dimethylsulfoxide) (Sigma-Aldrich, 

Estados Unidos) es un disolvente polar aprótico que esterilizado se ha em-

pleado en diversas reacciones químicas, como disolución de compuestos 

hidrófobos. Además, debido a su papel crio-protector, se ha usado para el 

proceso de congelación celular. 

3.2.8. Rascador Celular 

Para el sub-cultivo de los macrófagos J774A.1, se ha empleado un rasca-

dor especial, también denominado rascador celular (Corning Falcon, Alema-

nia), que ha permitido levantar las células del frasco de cultivo sin dañarlas 

en exceso. El rascador tiene diferentes anchos de hoja y longitud dependien-

do del tipo de cultivo y del tipo de superficie en la que se mantenga la línea 

celular. En este caso el rascador que se ha utilizado tiene un ancho de hoja 

de 1,8 cm y una longitud total de25 cm. 
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4. Reactivos y soluciones para el aislamiento celular 

4.1. Reactivos para el aislamiento celular 

4.1.1. Colagenasa tipo IV 

La colagenasa tipo IV (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) se ha obtenido de 

un cultivo de Clostridium histolyticum filtrado y se ha utilizado para la diges-

tión del tejido hepático murino. Este compuesto contiene al menos 7 tipos 

diferentes de proteasas, además de colagenasa, con unos pesos moleculares 

de entre 68 y 130 kDa. 

 El lote utilizado en este proyecto contiene una actividad de digestión de 

colágeno de 440 U/mg sólido (considerando una unidad como la cantidad de 

colagenasa necesaria para liberar péptidos de colágeno equivalente a 1 μmol 

de leucina en 5 horas a pH 7.4 y 37ºC en presencia de iones de calcio), tam-

bién posee una actividad de hidrólisis de FALGPA de 2 unidades/mg de sólido 

(considerando una unidad como la cantidad necesaria para hidrolizar 1 μmol 

de furilacriloil-leu-glu-pro-ala por minuto a pH 7,5 y 25ºC en presencia de 

iones de calcio), actividad caseinasa (142 U/mg de sólido donde 1 unidad de 

proteasa neutra hidroliza la caseína a 1 µmol de tirosina en 5 horas a pH 7.5 

a 37ºC y una actividad de degradación de clostripainas (1.3 U/mg de sólido) 

(endopeptidasas de cisteína) por cada unidad se hidroliza 1 µmol de BAEE 

por minuto a pH 7.6 a 25ºC. 
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4.1.2. Albúmina de suero bovino (BSA) 

La albúmina de suero bovino (BSA, del inglés bovine serum albumin) 

(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) es una proteína ácida globular usada en nu-

merosas aplicaciones biomédicas debido a su estabilidad y a una baja inter-

ferencia con las reacciones biológicas. El BSA se encuentra abundantemente 

en tejidos de mamíferos y fluidos corporales. Su principal función es regular 

la presión osmótica en la sangre. Proporciona grandes beneficios, como la 

protección contra del daño oxidativo y la estabilización de otros componen-

tes del medio, como los ácidos grasos. Se ha usado en diversos procesos 

experimentales entre ellos, la obtención de la curva de calibración para la 

cuantificación de proteínas, para el búfer de digestión de colagenasa y el de 

perfusión durante el aislamiento de células primarias y para el búfer de dilu-

ción de los anticuerpos en los procesos inmunohistoquímicos. 

4.1.3. Gentamicina 

La gentamicina (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) es un antibióti-

co de amplio espectro, frente a la actividad bacteriana tanto de gram-

positivas como Gram-negativas. Además, posee capacidad frente a los mico-

plasmas y tiene un rango amplio en respuesta a cambios de temperatura y 

pH. Este antibiótico parte de una solución stock de 50 mg/ml y se ha utilizado 

durante el cultivo celular de líneas primarias a una concentración 100 µg/ml.  
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4.1.4. EGTA 

El ácido etilenglicol tetracético (EGTA, del inglés ethylene glycol tetraace-

tic acid) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) es un agente quelante selectivo para 

el Ca2+ que se ha utilizado para debilitar las uniones intercelulares más resis-

tentes y permitir la separación de las células parenquimales, durante el ais-

lamiento de HSCs.  

4.2. Soluciones para el aislamiento celular 

4.2.1. Búfer salino de fosfato (PBS) 

El búfer salino de fosfato (PBS, del inglés phosphate buffer saline) a un pH 

7.4 (fisiológico) es una solución búfer utilizada en múltiples procesos experi-

mentales, debido a que posee una concentración de iones cloro, sodio y po-

tasio similar a los presentes en el líquido extracelular de los mamíferos. Otras 

dos importantes características es que debido a los grupos fosfato es capaz 

de mantener un pH estable y además, posee una osmolaridad isotónica, es 

decir, que dispone de la misma concentración de solutos que en el interior 

celular, por lo que no existe ningún movimiento neto de agua. Todas estas 

propiedades permiten utilizar dicha solución en células sin que se produzca 

citotoxicidad alguna. El PBS se ha preparado a partir de 8g/L de NaCl (Fisher 

Chemical, Fisher Scientific, Estados Unidos), 0.2 g/L de KCl (Fisher Chemical, 

Fisher Scientific, Estados Unidos), 2.9 g/L de Na2HPO4 (Panreac, España) y 0.2 

g/L de KH2PO4 (Panreac, España). Posteriormente, se ha ajustado el pH hasta 

7.4 y se ha esterilizado por medio de esterilización por calor húmedo en au-

toclave a 120ºC.  
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4.2.2. Búfer de Perfusión 

El búfer de perfusión concentrado se ha utilizado en la obtención de célu-

las hepáticas está compuesto por: 207.5 g/l NaCl, 12.5 g KCl, 57.4 g/l HEPES 

15% v/v (Alfa Aesar, Estados Unidos) en 75 ml de NaOH 1M (Panreac, Espa-

ña) en 1 litro de agua miliQ. A continuación, se ha filtrado a través de un 

filtro de 0.22 µm de poro y alicuotado en tubos de 40 ml almacenados a -

20ºC hasta su uso. Para obtener la solución de trabajo, la solución stock se 

ha diluido en agua destilada en una proporción de 1:25 tras lo cual se ha 

filtrado. Este búfer está libre de calcio para debilitar aquellas uniones inter-

celulares dependiente de este ion. Además, para el aislamiento de HSCs, este 

búfer de perfusión se ha suplementado con 23.3 mg/l de EGTA y una vez 

disuelto, el búfer se ha filtrado a través de filtros de 0.22 µm de diámetro de 

poro. 

Para la obtención del búfer de suspensión celular tras la perfusión, se ha 

suplementado al búfer de perfusión con BSA 1% (m/v) diluido por precipita-

ción, para dotar a las células de protección frente a las diversas centrifuga-

ciones. Por último, antes de su uso, el búfer se ha filtrado de nuevo, a través 

de filtros de 0.22 µm de poro.  

4.2.3. Búfer de digestión 

El búfer de digestión que se ha utilizado en el aislamiento de células 

hepáticas consiste en un búfer base para la dilución de la colagenasa com-

puesto por: 4 g de NaCl, 0.5 g de KCl, 24 g de HEPES en 66 ml de NaOH 1M. A 

esta solución se le ha añadido de forma lenta y progresiva, para evitar la 

precipitación, una solución de 7 g/l de CaCl2·H2O (Sigma-Aldrich, Estados 
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Unidos) en agua destilada. Para finalizar, la solución resultante se ha llevado 

a un volumen total de 100 ml, filtrado y almacenado a -20ºC. La solución de 

trabajo se ha obtenido al diluir 1:10 de la solución stock en agua destilada 

suplementada con BSA al 1% (m/v). A esta solución de trabajo se le ha aña-

dido una dilución de colagenasa a una concentración de 20 mg/100 ml (Sig-

ma-Aldrich, Estados Unidos). Por último, se ha filtrado y se ha alicuotado en 

tantos tubos como ratones se hayan sacrificado. 

4.2.4. Gradiente de Percoll 

El Percoll (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suecia) es un medio de baja 

viscosidad isosmótico e inocuo para las poblaciones celulares que se utiliza 

para la separación de células, virus y partículas sub-celulares por medio de 

un gradiente de densidad tras la centrifugación a baja velocidad (20 a 1000 

G), separándolas por su tamaño. Este compuesto consiste en partículas de 

sílice de entre 15 a 30 nm de diámetro recubiertas de polivinil pirrolidona 

dializable (PVP).  

Para preparar los gradientes de densidad de Percoll, se ha partido de una 

solución de Percoll al 90% en PBS 10X (denominada Percoll 100%). A partir 

de esta solución stock, se han obtenido las fases de 50% y 25% utilizadas en 

la separación de poblaciones de LSECs. El gradiente isopícnico discontinuo se 

obtiene depositando cuidadosamente la fase de 25% Percoll sobre la de 50%. 

Para el aislamiento de las HSCs, el gradiente de isopícnico se ha obtenido 

al depositar Percoll al 23% sobre una base de Percoll al 29%.  
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5. Reactivos para otros procesos experimentales 

5.1. Molécula de Adhesión Celular 1 en su forma solu-
ble (sICAM-1) 

La fórmula soluble de la ICAM-1 (sICAM-1) (Sino Biological, China) es una 

proteína recombinante de rata que expresa el dominio extracelular de ICAM-

1 junto con un marcaje de poli-histidina en la cadena C-terminal. Esta proteí-

na se ha utilizado para activar in vitro las células tumorales a una concentra-

ción de 200 ng/ml. 

5.2. Celecoxib (CLX) 

El CLX (Pzifer, Estados Unidos) es un inhibidor preferente de la actividad 

de la COX-2 y ha sido utilizado tanto en ensayos in vitro como en ensayos in 

vivo. 

5.3. Presto Blue™ 

El Presto Blue™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) es 

una solución basada en resazurina lista para su uso que penetra en las célu-

las y funciona como un indicador de viabilidad celular mediante el poder 

reductor que poseen las células vivas y así poder medir de forma cuantitativa 

la proliferación celular. Este compuesto se añade al medio en una dilución 

1:10 y tras un periodo de incubación de entre 2 y 4 horas, la coloración azul 

inicial varia de color hacia un tono rosa, en función de la metabolización de 

resazurina. A mayor metabolización, coloración más rosa. Este compuesto se 
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puede medir tanto por absorbancia como por fluorescencia, excitándose a 

535-560 nm y emitiendo a 590-615nm. Se ha usado en ensayos de viabilidad 

celular en respuesta a los diferentes tratamientos a los que se ha sometido a 

las células. 

6. Reactivos para lisados celulares 

6.1. Búfer Laemmli 2X 

El búfer de lisis Laemmli (BioRad, Estados Unidos) es una solución acuosa 

basada en el método Laemmli de 1970 que se ha usado para la obtención de 

lisados de proteínas. Este búfer de gran poder reductor, está compuesto por 

Tris-HCl 65.8 mM a un pH 6.8, por glicerol al 26.3% (w/v) y por bromofenol 

azul al 0.01%.  

6.2. ß-Mercaptoetanol 

El β-Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) es un compuesto 

químico utilizado para reducir los puentes di-sulfuro de las proteínas. Al re-

ducir estos puentes di-sulfuro las proteínas se desnaturalizan y facilita que 

migren durante la electroforesis a través del gel de acuerdo con la longitud 

de la cadena de aminoácidos y no se vean influenciadas por su estructura 

secundaria. Para la obtención del búfer de lisado de proteínas se ha diluido a 

una concentración de 1% en búfer de lisado Laemmli 1X. 
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6.3. Ácido Tricloroacético 

El ácido tricloroacético (TCA, del inglés trichloroacetic acid) (Sigma-

Aldrich, Estados Unidos) es un ácido orgánico derivado del ácido acético en 

el cual se han sustituido tres átomos de hidrógeno por tres de cloro. Este 

ácido tiene la capacidad de precipitar las proteínas y se ha utilizado para la 

cuantificación de los lisados celulares obtenidos.  

7. Reactivos para electroforesis 

7.1. Acrilamida/Bis-Acrilamida 37.5:1 30% 

El compuesto formado por acrilamida y bis-acrilamida en una ratio de 

37.5:1 (Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) es una solución 

que se ha utilizado para la elaboración de los geles empleados en procesos 

de electroforesis Dentro de este compuesto, la acrilamida es el reactivo so-

luble en agua y es la responsable de formar polímeros lineales mientras que 

la bis-acrilamida es determinante en la formación de estructuras reticulares 

consistentes en la unión de los polímeros lineales en cadenas tridimensiona-

les componiendo una especie de red que confiere estabilidad al gel. La ratio 

entre ambos compuestos va a determinar el tamaño de poro de la red, ya 

que a mayor porcentaje de bis-acrilamida, menor tamaño de poro.  

7.2. Dodecilsufato sódico (SDS) 

El dodecilsulfato sódico (SDS del inglés Sodium-dodecyl sulfate) (VWR, Es-

tados Unidos) es una sal inorgánica compuesta por 12 átomos de carbono y 
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una terminación sulfato que posee capacidades anfipáticas, es decir, tiene un 

extremo hidrófobo y un extremo hidrofílico. Estas características permiten al 

SDS actuar como detergente en diferentes tipos de búferes, aunque princi-

palmente se ha utilizado para la desnaturalización de las proteínas para la 

separación electroforética en los geles de poli-acrilamida.  

7.3. Tris (hidroximetil) aminometano 

El Tris, ((hidroximetil)aminometano) (Panreac, España) es un compuesto 

orgánico utilizado en técnicas bioquímicas y de biología molecular como 

componente de soluciones búfer de rango entre 7 y 9, similar al pH fisiológi-

co, por lo que se ha utilizado frecuentemente en la estandarización de solu-

ciones ácidas para análisis químicos, tanto en análisis de western blot como 

en análisis zimográficos. 

7.4. Persulfato de amonio 

El persulfato de amonio (APS, del inglés amonium persulphate) (BioRad, 

Estados Unidos) se usa como reactivo en bioquímica y en biología molecular 

en la preparación de geles de poli-acrilamida. El APS oxida los radicales libres 

en la solución acuosa mediante la utilización de agentes básicos que actúan 

como catalizadores. La oxidación de estos radicales libres es la causa de la 

polimerización de la bis-acrilamida formando un gel que, posteriormente, se 

utiliza para la separación de macromoléculas en función de su tamaño. En los 

experimentos se ha empleado a una concentración stock del 40%. 
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7.5. Tetrametiletilendiamina 

El tetrametiletilendiamina o TEMED (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Estados Unidos), es un agente básico que facilita la polimerización de los 

geles de poli-acrilamida. En presencia del APS, el TEMED es el responsable de 

la formación de radicales libres, produciendo así el inicio de la polimeriza-

ción.  

8. Reactivos para análisis de inmunodetección 

8.1. Reactivos comunes para Western Blot e Inmu-
nohistoquímica 

8.1.1. Tween-20 

Tween-20 (Sigma-Aldrich, Estados unidos) es un éster de polioxietileno 

sorbitol perteneciente a la familia de los polisorbatos. Es un detergente no 

iónico compuesto por 20 unidades de óxido de etileno, una unidad de sorbi-

tol y una de ácido láurico, como ácido graso primario. Las sub-unidades de 

óxido de etileno son las responsables del carácter hidrofílico mientras que las 

cadenas hidrocarbonadas le confieren un ambiente hidrófobo. El sorbitol 

forma la columna vertebral en forma de anillo a la que se une los polímeros 

de óxido de etileno. El tween-20, al ser una molécula anfipática se ha utiliza-

do como detergente en los múltiples lavados para la eliminación de produc-

tos entre un paso y otro dentro de los procesos de inmunohistoquimica a 

una concentración final de 0.05% (V/V) diluido en PBS 1X. 
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8.1.2. Triton X-100 

El Triton X-100 (Fisher BioReagents, Thermo Fisher Scientific, Estados 

Unidos) es otro de los detergentes no iónicos usado en numerosos procesos 

experimentales. Este detergente deriva del polioxietileno y contiene un gru-

po hidrofóbico alquifenilo. Este compuesto ha sido utilizado en el búfer TE 

para el desenmascaramiento antigénico y en el búfer de lavado de zimograf-

ía. 

8.1.3. Estreptavidina-HRP 

La estreptavidina (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) es 

una proteína tetramérica que se une a la biotina, con la cual se conjugan los 

anticuerpos secundarios. Esta molécula formada por cuatro dímeros se en-

cuentra unida a una peroxidasa extraída del rábano picante (HRP, del inglés 

horseradish peroxidase) una enzima que cataliza la reacción de oxidación de 

un sustrato por el dióxido de hidrógeno (o agua oxigenada) cuyo resultado es 

un producto que revela la presencia de la proteína en la muestra. 

8.1.4. Substrato para la detención de HRP 

Tanto en los procesos de inmunohistoquímica como de inmunodetección 

de proteínas ha sido necesario el uso de un cromógeno cuya oxidación catali-

zada por la HRP genere un producto con color que permita detectar la expre-

sión de la proteína de interés.  

Para el análisis de expresión de proteínas por western blot se ha utilizado 

el sustrato Luminata Crescendo™ (Merk Millipore, Estados Unidos), un com-
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puesto pre-mezclado que genera una señal luminiscente al catalizarse la 

reacción de unión con la peroxidasa conjugada con la HRP. 

Para el análisis inmunohistoquímico se ha utilizado la 3,3 diaminobenzidi-

na (DAB). El cromógeno utilizado es parte del kit DAB Quanto (Thermo Fisher 

Scientific, Estados Unidos) compuesto por dos reactivos, un sustrato DAB 

Quanto y el DAB que se une a la peroxidasa HRP (conjugada con la estrepta-

vidina) y genera una reacción colorimétrica oscura e insoluble de forma rápi-

da. 

8.1.5. Metanol 

El metanol (Panreac, España) se ha utilizado en diferentes pasos del wes-

tern blot, del análisis zimográfico y de otros procesos experimentales en los 

que se ha requerido la acción de alcoholes más potentes que el etanol. 

8.2. Reactivos específicos de Western Blot 

8.2.1. Marcador de peso molecular 

El marcador de peso molecular (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) 

es una mezcla comercial de nueve tipos de proteínas cuyo rango de tamaño 

va de 250 kDa a 10 kDa. Dicho marcador a la altura de 70 kDa y 25 kDa posee 

bandas de color rojo a diferencia del resto de bandas que son de color azul y 

la de 10 kDa de color verde. De esta forma, se ha podido dividir la membrana 

en función del peso molecular de nuestra proteína de interés.  
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8.2.2. Solución de tinción Ponceau S 

Ponceau S (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) es una tinción con carga nega-

tiva que se une a las cargas positivas de los grupos aminos de las proteínas. 

El rojo Ponceau S es un método de tinción rápido y reversible que permite 

localizar las bandas de proteínas transferidas a una membrana sin efectos 

deletéreos en la inmunodetección de las proteínas. La solución de trabajo ha 

consistido en una solución al 0.1% (p/v) de Ponceau S y 5.0%(p/v) de ácido 

acético (Panreac, España) en agua destilada. 

8.3. Reactivos específicos de Inmunohistoquímica 

8.3.1. Peróxido de Hidrógeno 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) (Panreac, España) es un compuesto quí-

mico, muy polar e inestable del cual se ha partido a una concentración stock 

del 30% diluyendo 1:10 con PBS 1X hasta obtener la solución de trabajo al 

3%. Esta solución se ha utilizado directamente en inmunohistoquimica para 

bloquear la peroxidasa endógena presente en el tejido analizado y así evitar 

la unión inespecífica de la estreptavidina-HRP.  

8.3.2. Anticuerpos contra fragmentos F(ab´)2 

El fragmento F(ab’)2 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) 

es una parte de la estructura de los anticuerpos que posee la capacidad de 

unión a antígenos pero no posee la fracción Fc. Se ha utilizado para eliminar 

la unión no específica entre los receptores Fc tisulares y los antígenos de los 
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anticuerpos secundarios, cuando el anticuerpo primario utilizado está des-

arrollado en la misma especie de la muestra. 

8.4. Reactivos específicos de ELISA 

Los procesos experimentales de inmunodetección de la actividad de la 

COX-2 y la expresión de PGE2 y VEGF,  a través de la técnica ELISA, se han 

llevado a cabo por medio de Kits específicos. 

8.4.1. Kit específico para la actividad de COX-2 y la 
expresión de PGE2 

Este kit (Amersham pharmacia biotech, Reino Unido) está compuesto por 

diferentes búferes, entre ellos un búfer experimental, en el cual se han lleva-

do a cabo todas las reacciones del ensayo ELISA y su concentración stock ha 

sido diluida 1:10 en PBS 1X obteniendo una concentración de trabajo de PBS 

0.1 M a pH 7.5, BSA a un porcentaje de 0.9% (p/v) y kathon CG a 0.5% (p/v), 

un compuesto estabilizador de la HRP. Otro de los búferes que contiene es el 

de lavado, compuesto por PBS 1X con un porcentaje de Tween 20 del 0.05%. 

El último búfer que está presente en el kit, es el búfer del sustrato, formado 

por 3,3´, 5,5´-tetrametilbencidina (TMB), un cromógeno que da un color azul 

en la reacción catalizada por la HRP. El color de la solución cambia de azul a 

amarillo al reaccionar con una solución de ácido sulfúrico 1M, paso necesario 

para detener la reacción catalizada por la peroxidasa. 

A parte de los búferes, el Kit contiene placas de 96 pocillos cubiertas con 

anti-ratón IgG para facilitar la unión de la PGE2 al pocillo. Además, contiene 

PGE2 a una concentración de 256 ng/ml en etanol para la realización de la 
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curva patrón. Por último, contiene anti-PGE2 y anti-PGE2 conjugado con HRP, 

para la unión a la placa y la detección de PGE2, respectivamente.  

8.4.2. Kit específico para la expresión de VEGF 

El kit (R&D Systems, Estados Unidos) está compuesto por placas de 96 po-

cillos cubiertas con VEGF de ratón policlonal. Además contiene anti-VEGF 

concentrado conjugado con HRP y un búfer para diluir dicho anticuerpo. Para 

la curva patrón, el kit contiene VGEF a una concentración de 2.5 ng/ml. 

El kit también contiene un búfer experimental, un búfer de lavado, dos 

búferes para la detección del VEGF, búfer A, con H2O2 y búfer B con un 

cromógeno (TMB) y, por último, un búfer para parar la reacción.  

9. Búferes para análisis de inmunodetección 

9.1. Búferes específicos de Western Blot 

9.1.1. Búfer de electroforesis 

El búfer de electroforesis de western blot consiste en una solución de 

carácter básico en presencia de SDS para desnaturalizar y rodear a las pro-

teínas, favoreciendo que el tamaño de la molécula sea directamente propor-

cional a su longitud de aminoácidos y no interfieran las cargas de los aminoá-

cidos. El búfer se ha realizado a una concentración stock de 10X y se ha dilui-

do para su uso hasta una concentración de 1X a un volumen total de 1 litro. 

El búfer de electroforesis se ha formado a partir de 15.14 g Tris Base (250 
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mM), 71.125 g de glicina (Fisher Chemical, Fisher Scientific, Estados Unidos) 

(1.9 M) y 50 ml de SDS al 10% (1% p/v) llevado a un volumen final de 0.5 

litros. 

9.1.2. Búfer de transferencia 

El búfer utilizado para la transferencia húmeda de las proteínas del gel a 

la membrana ha consistido en una mezcla de 12.5 ml de Tris-HCl 1M a un 

pH8.3 (60.55 g de Tris Base en 0.5 L), 10 g de glicina, 100 ml de Metanol y 0.5 

g de SDS a un volumen final de 0.5 L. 

9.1.3. Búfer de lavado 

El búfer de lavado o TBS-T es una mezcla de búfer salino con tris y tween-

20 que se ha utilizado en los lavados de las membranas entre diferentes pa-

sos de western blot, para eliminar los excedentes de las incubaciones, tanto 

de bloqueo como de anticuerpos. Para elaborar el TBS-T se ha utilizado10 ml 

una solución tamponada de Tris-HCl 1M a un pH7.5, más 50 ml de NaCl5M 

(146.1 g de NaCl en 0.5 L) y 0.5 ml de Tween-20. 

9.1.4. Búfer de bloqueo 

Se ha utilizado para bloquearla membrana y evitar las uniones inespecífi-

cas del anticuerpo durante el proceso de western blot. El búfer de bloqueo 

ha consistido en TBS-T al 5% de leche en polvo. 
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9.2. Búferes específicos de Inmunohistoquímica 

9.2.1. Búfer de lavado 

Durante los experimentos de inmunohistoquímica las muestras se han la-

vado en PBS 1X al 0.05 % de Tween-20. 

9.2.2. Búfer de bloqueo de la Peroxidasa 

Para el evitar la acción de la peroxidasa endógena, las muestras se han 

bloqueado con una solución de PBS 1X con agua oxigenada (H2O2) concen-

trada al 3%. 

9.2.3. Búfer de BSA 

Los anticuerpos utilizados durante el proceso inmunohistoquímico se han 

diluido en una solución de PBS 1X al 3% de BSA para prevenir las uniones 

inespecíficas entre anticuerpos, evitar los falsos negativos y además dismi-

nuir el ruido de fondo.  

9.2.4. Búfer de bloqueo F(ab´)2 

Como se ha explicado anteriormente, en determinados análisis inmu-

nohistoquímicos, el anticuerpo está hecho en la misma especie que el corte 

analizado. Por ello, ha sido necesario el uso de este búfer de bloqueo para 

disminuir la unión inespecífica. Las secciones, se han incubado con una dilu-
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ción de anticuerpos IgG con fragmentos F(ab) y F(ab’)2  diluido (1:500) en una 

solución de PBS 1X con Tween 0.05%. 

9.2.5. Búferes de recuperación antigénica 

Debido al procesamiento que sufren los hígados una vez extraídos mu-

chas de las proteínas a analizar han formado puentes cruzados y uniones que 

dificultan las uniones específicas antígeno-anticuerpo. Para ello, como paso 

adicional en los procesos inmunohistoquímicos ha sido necesario la utiliza-

ción de dos tipos diferentes de búferes de recuperación antigénica, el prime-

ro utilizando la técnica denominada recuperación antigénica inducida por 

calor (HIER, del inglés heat induced epitope retrieval) y el segundo utilizando 

otra técnica que utiliza enzimas de digestión y se denomina recuperación 

antigénica inducida por proteólisis (PIER, del inglés proteolytic induced epi-

tope retrieval). 

9.2.5.1. Búfer de citrato a pH ácido 

Esta solución de recuperación antigénica se ha utilizado para el marcaje 

de α-SMA. La solución ha consistido en un búfer de citrato a un pH de 6 que 

al calentarse ha sido capaz de desenmascarar los antígenos de las muestras. 

La solución de trabajo se ha obtenido tras diluir 1:10 la solución stock. (Da-

koCytomation, Dinamarca).  
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9.2.5.2. Búfer de proteinasa K 

Este búfer se ha utilizado en el marcaje inmunohistoquímico de la proteí-

na F4/80. Está compuesto por dos soluciones: el búfer TE y la solución de 

proteinasa K, una proteinasa obtenida del hongo Tritirachium álbum, activa 

en presencia de Triton X-100 (1%) y capaz de degradar un gran número de 

proteínas incluso aquellas presentes en su estado nativo (Sigma Aldrich, Es-

tados Unidos).  

-Búfer TE: (50 mM de Tris Base, 1 mM de EDTA, 0.5% de Triton X-

100 a pH 8). Esta solución ha estado constituida por 6.10 g de Tris, 

0.37 g de EDTA y 5 ml de Triton X-100 en 1 L de agua destilada. Una 

vez se han disuelto todos los componentes se ha llevado a pH 8.  

-Solución stock de Proteinasa K: (20X, 12 u/ml). Para este com-

puesto se han utilizado 8 mg de proteinasa K (30 u/mg), diluida en 10 

ml de búfer TE a un pH de 8 y 10 ml de glicerol. Dicha solución se ha 

almacenado a -20ºC hasta su uso.  

La solución de trabajo se ha compuesto de 100µl de solución stock de 

proteinasa k por cada 1 ml de búfer TE.  
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10. Anticuerpos 

10.1. Anticuerpos Primarios 

10.1.1. Anti-Gliceraldehido-3 Fosfato Deshidrogenasa 
(GAPDH) 

El anti-GAPDH (Bio-Rad, Estados Unidos) es un anticuerpo monoclonal 

que reconoce a la proteína multifuncional cuya principal función es la catáli-

sis de la fosforilación oxidativa reversible del gliceraldehido-3 fosfato con la 

ayuda de un fosfato inorgánico y la nicotianmida adenina dinucleotida (NAD, 

del inglés, nicotinamide adenine dinucleotide). El GAPDH es una proteína de 

aproximadamente 36 kDa de peso molecular. Se ha utilizado como proteína 

constitutiva en los experimentos de western blot, ya que sus niveles de ex-

presión se mantienen estables a pesar de los tratamientos o los tipos celula-

res. 

10.1.2. Anti-Molécula de Adhesión Intercelular 
(ICAM-1/CD54) 

El anticuerpo contra la ICAM-1 (eBiosence, Estados Unidos) es monoclo-

nal y está hecho en rata para reaccionar ante la ICAM-1 o también denomi-

nado CD54 de un peso molecular aproximado de 90 kDa. Este anticuerpo se 

ha utilizado para su detección por western blot  
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10.1.3. Anti-Ciclooxigenasa 2 (COX-2) 

El anticuerpo contra la COX-2 (Abcam, Reino Unido) es un anticuerpo mo-

noclonal hecho en conejo que reconoce la enzima COX-2. La proteína posee 

un peso molecular aproximado de 70 kDa y ha sido detectada por análisis de 

western blot. 

10.1.4. Anti-FAP 

Es un anticuerpo policolonal hecho en conejo que reconoce a la proteína 

FAP (St. John´s Laboratory, Reino Unido). Dicha proteína, posee un peso mo-

lecular de 170 kDa aproximadamente. Se ha utilizado en análisis de western 

blot.  

10.1.5. Anti- α actina de músculo liso (α-SMA) 

Anticuerpo monoclonal hecho en ratón frente a un decapéptido sintético 

N-terminal de α-SMA (DakoCytomation, Agilent Technologies, Estados Uni-

dos). Dicha proteína tiene un peso molecular aproximado de 42 kDa. Este 

anticuerpo ha sido utilizado para detectar HSCs activadas en secciones de 

tejido hepático de ratón. 

10.1.6. Anti-F4/80 

Anticuerpo monoclonal hecho en rata para el reconocimiento del antíge-

no murino de F4/80 (Bio-Rad, Estados Unidos), una glicoproteína de superfi-

cie dentro de la familia EGF-TM7 de un tamaño aproximado de 160 kDa. Su 
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expresión es heterogénea y está modulada durante la maduración y la acti-

vación de los macrófagos. Entre los numerosos tipos celulares que expresan 

dicho antígeno se encuentran las células de Kupffer, las cuales han sido mar-

cadas por medio de dicho anticuerpo en ensayos inmunohistoquímicos. 

10.1.7. Anti-αL 

Anticuerpo monoclonal hecho en rata que reacciona con la cadena αL o 

CD11a del LFA-1 (BD Biosences, Estados Unidos). Esta proteína tiene un ta-

maño de 180 kDa y se ha utilizado para el bloqueo in vivo de esta sub-

unidad. 

10.1.8. Anti-Receptor de Manosa (MR) 

Es un anticuerpo monoclonal hecho en ratón anti-MR (Acris Antibodies, 

OriGene, Estados Unidos) que reconoce el MR o CD206, con un tamaño mo-

lecular de 175 kDa aproximadamente. Este anticuerpo es el clon MR5D3 que 

se caracteriza por no inhibir la unión del MR con sus ligandos carbohidrata-

dos, aunque si su internalización. Este anticuerpo se ha utilizado en análisis 

de western blot para el estudio de la expresión de CD206 en macrófagos y 

para el bloqueo in vivo del receptor de manosa. 
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10.2. Anticuerpos secundarios 

10.2.1. Conejo Anti-Ratón 

El anticuerpo de unión a ratón es un anticuerpo secundario biotinilado, 

que se une a las cadenas pesadas de la IgG de ratón. Este anticuerpo se ha 

utilizado para la detección de anticuerpos primarios en procesos de marcaje 

de proteínas. (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 

10.2.2. Cabra Anti-Rata 

El anticuerpo secundario biotinilado de anclaje a ratón reacciona con las 

cadenas pesadas de la IgG de rata y con las cadenas ligeras de la mayoría de 

inmunoglobulinas de rata. Sin embargo, no reacciona con otras proteínas no 

inmunoglobulinas del suero. Dicho anticuerpo ha sido necesario para el mar-

caje de proteínas en diversos procesos experimentales (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific, Estados Unidos). 

10.2.3. Cabra Anti-Conejo 

El anticuerpo secundario de unión a conejo se encuentra biotinilado y re-

conoce a la cadena IgG presente en anticuerpos de conejos, para la detec-

ción de proteínas unidas a un anticuerpo primario hecho en conejo. (Invitro-

gen, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 
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11. Reactivos y búferes para análisis zimográficos 

11.1. Reactivos para análisis zimográficos 

11.1.1. Glicerol 

El glicerol (Panreac, España) o glicerina es un alcohol compuesto por tres 

grupos hidroxilo, que se ha utilizado en numerosos procesos entre ellos para 

la elaboración de geles para ensayos zimográficos, en el búfer Laemmli de 

carga y en la solución de fijación a base de alcoholes. 

11.1.2. Gelatina 

La gelatina tipo A (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) ha sido obtenido de piel 

porcina por medio de una digestión ácida de la triple hélice del colágeno. Se 

ha utilizado para su degradación en los procedimientos zimográficos. 

11.1.3. Azul Coomassie 

El compuesto de tinción Azul Coomassie® (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 

es el compuesto más común utilizado en la tinción de proteínas una vez se 

han separado en el gel de poli-acrilamida tras el proceso de electroforesis. 

Una vez que el compuesto se ha unido a la proteína tiene un máximo de 

absorción de 549 nm, mientras que si no ha habido unión a la proteína el 

máximo es de 555 nm. En cuanto a la intensidad de la tinción depende direc-

tamente del poder básico de la proteína teñida.  Este compuesto ha sido 

empleado en la elaboración del búfer de tinción del gel durante los experi-
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mentos de zimografía. De esta forma, las zonas del gel degradadas por las 

MMPs, donde hay una disminución de gelatina se observan al carecer del 

búfer de tinción. 

11.2. Búferes para análisis zimográficos 

11.2.1. Búfer de carga 

Para que las muestras precipiten y sean visibles es necesario diluir las 

muestras en un búfer de carga. Para estos experimentos se ha utilizado un 

búfer basado en el método Laemmli, compuesto por Tris-HCl 6.25 mM a pH 

6.8, 25% de glicerol, 4% de SDS y 0.01% de bromofenol azul. (Bio-Rad, USA). 

11.2.2. Búfer de electroforesis 

Durante la electroforesis ha sido necesario desnaturalizar las proteínas 

hasta su estructura primaria para una distribución real en relación a su peso 

molecular. Para ello se ha utilizado un búfer de electroforesis 1X con 3 g de 

Tris Base (250 mM), 14.36 g de glicina y 5 ml de SDS al 20% (1% p/v) a un 

volumen final de 1 litro. El búfer de electroforesis se ha reutilizado un máxi-

mo de tres veces. 

11.2.3. Búfer de lavado 

Después de la electroforesis, el gel se ha lavado con un búfer a base de 

Tritón X-100 al 2’5%. Para 400 ml de H2O destilada. 
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11.2.4. Búfer de incubación 

Para activar las MMPs ha sido necesario incubar el gel con un búfer es-

pecífico que contiene para un volumen total de 200 mL: 1 ml de CaCl2, 10 ml 

de Tris-HCl 1M a un pH 8, 20 ml de NaN3 al 0.2% y 40µl de ZnCl2 5 mM. Este 

búfer contiene varios cofactores indispensables para la activación de las 

MMPs, como son el calcio y el zinc.  

11.2.5. Búfer de tinción 

El búfer de tinción está compuesto por: 1 g de azul coomassie, 20 ml de 

ácido acético, 60 ml de iso-propanol y 120 ml de dH2O. Este búfer se ha reuti-

lizado durante varios experimentos. 

11.2.6. Búfer de fijación a base de alcoholes 

El último paso de la zimografía ha consistido en generar contraste en el 

gel para observar con mayor nitidez la actividad de las MMPs. Para ello se ha 

utilizado un búfer a base de alcoholes compuesto por: 3 ml de glicerol, 20 ml 

de ácido acético, 80 ml de metanol y 94 ml de dH2O. 



Materiales 

88 

 

12. Fijadores 

12.1. Solución de Zinc 

Los hígados extraídos de los experimentos in vivo se han fijado utilizando 

una solución de zinc antes de embeberlos en parafina. En vez de una fijación 

con formalina se ha utilizado la de zinc debido a la estabilidad de los antíge-

nos a la hora de realizar análisis inmunohistológicos. La solución de zinc está 

compuesta por: Tris buffer 0.1 M pH de 7.4, acetato de calcio al 0.05%, ace-

tato de zinc al 0.5% y clorhídrico de zinc al 0.5%. 

12.2. Poli-L-Lisina 

Poli-L-Lisina es un polímero ácido con aminoácidos de carga positiva, que 

facilita la adhesión de las muestras de parafina o en congelado, a los porta-

objetos y así evitar la pérdida de tejido durante el procesamiento histológico.  

La Poli-L-Lisina con la que se recubren los portaobjetos durante 5 minutos 

está diluida al 0,1% en agua des-ionizada (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). 
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1. Mantenimiento y cultivo de líneas celulares 

Todas las líneas celulares se han mantenido en cultivo in vitro en “flasks” 

de 75 cm2 con medio completo, consistente en medio de cultivo suplemen-

tado al 10% SBF con antibióticos y han sido incubadas a 37ºC y al 5% de CO2. 

Para las células carcinoma de colon murino C26 se ha utilizado el medio 

RPMI-1640, para la línea celular de macrófagos murinos J774A.1 el medio 

DMEM y para la línea celular de fibroblastos murinos 3T3, el medio DMEM F-

12. Para su expansión y mantenimiento, las células han sido levantadas y 

cultivadas en nuevos T75 al alcanzar una confluencia entre el 85 y el 90% del 

frasco de cultivo. Para ello, se han incubado con PBS-EDTA 0.4mM o tripsina-

EDTA 0.05% en el caso de las C26 y los 3T3 respectivamente, durante 3-5 

minutos a 37ºC y al 5% de CO2. A continuación, la suspensión celular de las 

C26 se ha centrifugado a 200 G durante 5 min a 4ºC, mientras que las 3T3 a 

125 G durante 7 min a 4ºC. Los pellets de C26 y 3T3 obtenidos se han resus-

pendido y sub-cultivado a una proporción de 1:10 y 1:5 en medio completo, 

respectivamente. 

Los macrófagos murinos (J774A.1) confluentes se han levantado con el 

rascador celular en el medio de cultivo (DMEM) y la suspensión celular obte-

nida se ha diluido 1:5 en medio DMEM completo para mantener el cultivo. 

Ninguna línea celular se ha cultivado durante más de 10 pases o expan-

siones, tras los cuales las células se han descartado y se han descongelado 

nuevos viales para evitar la pérdida de propiedades y posibles cambios celu-

lares. 
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2. Congelación de líneas celulares 

Para el almacenamiento de un stock de los diferentes tipos de líneas celu-

lares utilizados, estas células se han congelado siguiendo un protocolo de 

criopreservación basado en unos porcentajes de DMSO al 10% en medio de 

cultivo completo, almacenado a 4ºC hasta su uso en las líneas celulares. 

Para la obtención de una suspensión celular en suero adecuada, las célu-

las en confluencia se han procesado según lo descrito en el apartado ante-

rior. Todas las líneas celulares se han centrifugado y el sedimento obtenido 

se ha resuspendido en medio de cultivo completo a una concentración de 1 x 

106 células/ml por cada vial de congelación. A continuación, a la suspensión 

celular se le ha añadido un volumen igual de la solución de criopreservación, 

diluyendo el porcentaje de DMSO hasta obtener uno final del 5% de DMSO 

en medio de cultivo completo. 

Los viales se han congelado de dos formas diferentes: por medio de incu-

baciones secuenciales de temperatura (15 minutos a 4ºC, 2 horas a          -

20ºC, 12h a -80ºC y almacenamiento en nitrógeno líquido) o por medio de 

Mr. Frosty Crio, en el cual los viales se han almacenado durante 24 horas a -

80ºC y se han pasado a nitrógeno líquido para largos periodos de almacena-

je.  

3. Aislamiento, purificación y cultivo de células no 
parenquimales murinas 

Para el aislamiento y la purificación de las células no parenquimales muri-

nas, en concreto, LSECs y HSCs se ha realizado un protocolo de múltiples 
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pasos basado en el método establecido por Smedsrød y Pertoft (Smedsrød & 

Pertoft, 1985). 

3.1. Digestión enzimática del hígado. 

Los ratones de la cepa Balb/c han sido sacrificados por medio de la técni-

ca de dislocación cervical. A continuación, se ha abierto la cavidad intraperi-

toneal y se han desplazado los intestinos y el estómago para dejar expuesta 

la vena porta. Dicha vena ha sido cortada, canulada y perfundida a una velo-

cidad de 7 ml por minuto con búfer de perfusión. A su vez, la vena cava ha 

sido cortada para favorecer la salida de la sangre junto con el búfer, permi-

tiendo un lavado adecuado del órgano a un flujo fisiológico. Una vez se ha 

eliminado la sangre, el hígado ha sido perfundido y digerido con el búfer de 

colagenasa. Tras este proceso, se ha descartado la vesícula biliar para evitar 

su rotura y la liberación de su contenido enzimático y a continuación, se ha 

extraído el hígado a una placa de petri cubierta con búfer de perfusión com-

plementado con BSA, donde se ha eliminado la cápsula de Glisson, como 

paso previo a su disgregación.  

3.2. Aislamiento y cultivo de células no parenquima-
les 

Para el aislamiento de las LSECs, la suspensión celular obtenida se ha cen-

trifugado dos veces consecutivas a 54 G durante 2 minutos a 4ºC, en las cua-

les se ha recogido ambas veces el sobrenadante y descartado los sedimentos 

enriquecidos en células parenquimales. Tras este paso, el sobrenadante se 

ha centrifugado de nuevo a 1000 G durante 10 minutos a 4ºC. El pellet for-
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mado ha sido re-suspendido en una solución de perfusión con BSA. Esta so-

lución ha sido añadida a la parte superior de 25% de gradiente de Percoll y se 

ha centrifugado a 1000 G durante 30 minutos a 4ºC sin aceleración ni decele-

ración para no romper el gradiente. Tras esta centrifugación se han obtenido 

dos bandas, entre el búfer de BSA y el Percoll al 25% una banda formada por 

materiales de desechos y una segunda banda entre el 25% y el 50% donde se 

encuentra la fracción de células no parenquimales. Tras recoger la banda 

entre las fases de Percoll, consistente en una población enriquecida en LSECs 

y KCs, se ha centrifugado a 1000 G durante 4ºC. Por último, el pellet obteni-

do se ha resuspendido en medio RPMI y se ha cultivado e incubado en placa 

de petri durante 10 minutos a 37ºC para eliminar las KCs por adhesión dife-

rencial. Tras esta incubación, el medio se ha recogido y se ha lavado la placa 

con medio para recoger el resto de células no adheridas (LSEC) para volver a 

incubarlas otros 10 minutos en las mismas condiciones y así eliminar el ma-

yor número posible de KCs. La suspensión celular resultante se ha llevado a 

una concentración de 1,6x106 células/ml en medio completo suplementado 

con gentamicina (100 µg/ml), en placas de cultivo cubiertas con colágeno 

tipo I. Tras 45 min de incubación, los cultivos celulares se han lavado e incu-

bado durante 3 horas más, antes de su uso para la experimentación. 

Por otro lado, el aislamiento de las HSCs se ha llevado a cabo utilizando el 

mismo procedimiento anterior con mínimas modificaciones, como la incor-

poración de EGTA al búfer de perfusión. Además, el gradiente de Percoll 

consta de una fase al 25% y otra al 23% de Percoll a diferencia del 25% y 50% 

de Percoll para la obtención de LSECs. La suspensión celular obtenida se ha 

llevado a una concentración de 1.8x105 células/ml en placas de 48 pocillos sin 

colágeno, añadiendo 250 µL de suspensión a cada pocillo. Las células se han 

mantenido en cultivo durante 24 h en medio de cultivo a bajas concentracio-

nes de SBF (5%) antes de su uso en experimentación. 
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4. Tratamientos y obtención de medios condiciona-
dos 

4.2. Preparación de medios condicionados de C26 

Los medios condicionados obtenidos a partir de las células tumorales C26, 

a partir de ahora denominados C26-MC, se han utilizado para diferentes 

procedimientos experimentales. Para el proceso experimental de western 

blot en las líneas estromales 3T3 y J774A.1 se ha utilizado C26-MC obtenido 

tras el cultivo de C26 a una concentración de 5.2x104 cl/cm2 en medio RPMI 

completo durante toda la noche. Tras este tiempo se ha remplazado el me-

dio por RPMI al 1% SBF durante 24 horas. A continuación, se ha recolectado 

el medio, centrifugado a 1200 G durante 5 minutos y almacenado a -20ºC 

hasta su uso.  

Figura 13. Método de obtención de medio condicionado tumoral. 

Cultivo
C26

RPMI 1% 
SBF
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18 h
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Por otro lado, para los análisis de la actividad de la COX-2 y la expresión 

de PGE2, se han obtenido seis grupos de medios condicionados: 1) C26-MC 

de células en condiciones basales; 2) C26-CM de células activadas con sICAM-

1 (200 ng/ml); 3) C26-CM de células pre-tratadas con 10 µM CLX ; 4) C26-CM 

pre-tratadas con 10 µM CLX antes de la activación con sICAM-1 (200 ng/ml); 

5) C26-CM de células pre-tratadas con 20 µM CLX ; 6) C26-CM pre-tratadas 

con 20 µM CLX antes de la activación con sICAM-1 (200 ng/ml). 

Para obtener estos medios, las células tumorales se han cultivado a una 

concentración 5.2x104 cl/cm2 en medio RPMI completo durante toda la no-

che. Al día siguiente, los tratamientos con CLX, a ambas concentraciones, se 

han añadido a los cultivos correspondientes durante 1 hora al 1% SBF. Tras 

este tiempo, se ha remplazado el medio por RPMI al 1% SBF o por RPMI al 

1% SBF con sICAM-1 durante 18 horas. Transcurrido este tiempo, se ha rem-

plazado el medio por RPMI durante 24 horas y se ha recolectado y procesado 

como se ha indicado anteriormente.  

Para el estudio de la actividad de la COX-2 se ha realizado el mismo pro-

ceso  pero con un paso previo a la recogida de medio, tratando a las células 

con ácido araquidónico 10 µM durante 30 minutos. 
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Figura 14. Modelo de obtención del medio condicionado tumoral para los análisis ELISA de 
PGE2. 

De esta misma manera, se ha obtenido el C26-MC utilizado para los expe-

rimentos ELISA de expresión de VEGF y para el análisis de MMPs por medio 

de zimografías, con la diferencia que sólo se ha utilizado el tratamiento de 

CLX de 20 µM.  

Por último, para el estudio del papel tumoral en la migración y la expre-

sión de VEGF de las HSCs, se han obtenido C26-MC control y C26-MC con CLX 

20µM, siguiendo el mismo protocolo explicado anteriormente.  
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4.2. Preparación de medios condicionados de HSCs 

Los medios condicionados de HSCs se han utilizado para estudios de mi-

gración tanto tumoral como de las propias HSCs. Estos medios se han dividi-

do en varios grupos de tratamiento: 1) HSCs: HSCs cultivadas en condiciones 

basales; 2) HSCs cultivadas en presencia de C26-CM; 3) HSCs pre-tratadas 

con CLX; 4) HSCs pre-tratadas con CLX y activadas por C26-CM.  

Para la obtención de estos medios se han cultivado HSCs a una concen-

tración de 2.5x105 células/ml durante 18 horas en medio RPMI completo. 

Tras este tiempo, se ha añadido CLX a una concentración 20 µM durante 1 

hora en medio RPMI al 1% SBF. A continuación, se ha remplazado el medio 

por RPMI al 1% SBF para los controles y con C26-MC diluido 1:2 en medio 

RPMI al 2% para los activados por el tumor, durante 18 horas. Por último, se 

ha cambiado el medio por RPMI al 1% SBF y tras 24 horas los medios condi-

cionados se han procesado como se ha explicado anteriormente. 
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Figura 15. Modelo de obtención de medios condicionados de HSCs para análisis de la capa-
cidad migratoria. 

5. Extracción y cuantificación de proteínas 

Para el estudio de expresión de proteínas por las diferentes líneas celula-

res en respuesta a diferentes tratamientos, se han extraído y cuantificado 

lisados celulares.  

Para el análisis de la expresión de COX-2, las células se han cultivado en 

placas de 24 pocillos a una concentración de 3.95x104 cl/cm2 en medio de 

cultivo completo. Se han cultivado durante tres horas antes de cambiar el 

medio para añadir medio completo con CLX 20 µM. Tras los tiempos de 8 
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horas y 24 horas, se ha retirado el medio los cultivos y se han lavado exhaus-

tivamente con PBS 1X, para eliminar trazas de suero y desechos celulares. 

El búfer de lisis utilizado para la extracción de proteína ha sido el Laemmli 

2X que se ha diluido 1:2 con agua destilada y al cual, se ha añadido β-

Mercaptoetanol al 1%. Con la mezcla ya elaborada, se ha cubierto cada poci-

llo entre 8 y 10 veces, para extraer la proteína, se ha recolectado y almace-

nado a -20ºC hasta su cuantificación y su posterior uso.  

Para la cuantificación de proteína el lisado celular se ha pasado a través 

de una jeringuilla de 1 ml un total de 10 veces, para fragmentar el ADN. Tras 

este proceso, el lisado celular se ha calentado durante 5 minutos a 95ºC.  

Primero se ha realizado una recta patrón, de rango de concentración de 0 

a 1 mg/ml, con cantidades ascendentes de BSA diluido en agua destilada 

partiendo del stock de 1mg/ml y en Laemmli 2X al 1% de β-Mercaptoetanol 

(solución de extracción de proteínas). A su vez, las muestras de proteínas se 

han diluido 1:10 en agua destilada. Una vez se han preparado las muestras y 

las concentraciones de la recta patrón, se ha añadido TCA en concentración 

1:4 a cada una de las muestras y se han incubado a temperatura ambiente, 

en agitación y oscuridad. Por último, tras un tiempo de 15 minutos se ha 

medido la absorbancia a 570 nm en el lector de placas Multieskan Ex (Ther-

mo Electron Corporation, Alemania) y con los datos obtenidos se ha obteni-

do una recta patrón con su ecuación correspondiente. Los valores de absor-

bancia obtenidos de las muestras se han introducido en la ecuación de la 

recta patrón y se ha calculado la concentración de proteína de cada una de 

las muestras en valores de µg/µL. 
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6. Western Blot 

Las proteínas expresadas por los cultivos celulares han sido analizadas y 

cuantificadas por medio de la técnica de western blot, que consiste en una 

electroforesis, una trasferencia a una membrana y un posterior marcaje con 

anticuerpos específicos para GAPDH, COX-2, FAP, ICAM-1 y MR. 

La primera parte de la técnica consiste en una electroforesis con geles de 

poli-acrilamida. En los pocillos formados en el gel, las proteínas a analizar se 

han cargado a una concentración de 20µg/µL, a excepción de uno de ellos, 

en el que se ha cargado 4 µl el marcador con el peso molecular. La electrofo-

resis se ha realizado a voltaje constante de 100 V durante hora y media 

aproximadamente. Una vez acabada la electroforesis, el gel se ha incubado 

durante 10 minutos en el búfer de transferencia. A continuación, se ha pre-

parado el “sándwich de transferencia” que consiste en colocar el gel entre 

capas consistentes de una esponja, los filtros y la membrana de nitrocelulo-

sa, previamente empapados en búfer de transferencia. Tras colocar estos 

elementos en un compartimento especializado que permite la transferencia 

de las proteínas del gel a la membrana, se ha sometido al mismo a una co-

rriente eléctrica circulante del polo negativo al polo positivo. La transferencia 

se ha realizado durante 3 horas a una intensidad constante de corriente eléc-

trica de 380 mA en búfer de transferencia. El proceso se ha realizado en 

cámara fría y en agitación para evitar el sobre-calentamiento del búfer y 

favorecer la transferencia de proteínas del gel a la membrana. 

Finalizada la transferencia, la membrana se ha incubado con rojo Ponceau 

S. A continuación, se ha lavado con agua destilada y con TBS-T para eliminar 

los restos de la tinción y se ha bloqueado durante 1 hora en búfer de blo-

queo. Tras este tiempo, se ha procedido a la incubación con el anticuerpo 
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primario específico para la proteína de interés, el cual se ha diluido en búfer 

de bloqueo a concentraciones determinadas para cada uno de ellos.  

Anticuerpo Dilución 

GAPDH 1:1000 

COX-2 1:500 

FAP 1:1000 

ICAM-1 1:1000 

MR 1:1000 

Tabla 1. Anticuerpos primarios y diluciones. Resumen de los anticuerpos primarios que se 
han utilizado en western blot junto con sus diluciones. 

Tras una incubación a lo largo de la noche a 4ºC, las membranas se han 

lavado tres veces con TBS-T durante 10 minutos cada lavado y se han incu-

bado durante 2 horas con el anticuerpo secundario diluido en búfer de blo-

queo a una dilución 1:1000 para todas las proteínas analizadas excepto para 

el GAPDH que se ha diluido el anticuerpo secundario 1:2000, para disminuir 

el ruido de fondo.  

Tras otros tres lavados, las membranas se han incubado en HRP diluido 

1:500 en búfer de bloqueo durante 30 minutos. Por último, se han lavado las 

membranas para eliminar el exceso de solución y se han incubado con el 

substrato Luminata™ Crescendo para revelar la marca obtenida tras todo el 

proceso. Dicha marca ha sido fotografiada con G:BOX (Syngene, India), una 

máquina especializada en la fotografía de geles y membranas para su poste-

rior cuantificación a través del software FIJI-ImageJ™. 
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7. Inmunoensayos enzimáticos: ELISA 

Para la inmunodetección de la actividad de la COX-2 y de la expresión de 

PEG2 y VEGF liberada al medio por las la células, tanto tumorales como en 

HSCs, se han realizado ensayos ELISA de tipo sándwich. Como paso previo 

para el análisis de expresión de PGE2, el día anterior las placas de 96 necesa-

rias para el experimento se han incubado toda la noche con 100 µL del anti-

cuerpo de captura diluido en PBS a una concentración 0.4 µg/ml y se ha se-

llado la placa para evitar la evaporación.  

Al día siguiente, las placas a utilizar se han lavado tres veces con el búfer 

de lavado. Para la realización de una curva de calibración, se ha diluido en 

tampón de ensayo de forma seriada la PGE2 o de VEGF desde una concentra-

ción stock conocida y se han añadido 100 µl de cada dilución a su pocillo 

correspondiente. A su vez, se han añadido 100 µL de cada muestra a analizar 

y se ha sellado e incubado durante 2 horas. A continuación, se han realizado 

de nuevo 3 lavados con el búfer de lavado de 5 minutos cada uno, se ha aña-

dido 100 µL de anticuerpo de detección conjugado con HRP y se ha incubado 

durante 2 horas. Tras este tiempo, se han realizado de nuevo los lavados y se 

han añadido 150 µL de la solución de sustrato, la cual se ha incubado duran-

te 30 minutos a temperatura ambiente en movimiento. Por último, la reac-

ción se ha detenido al añadir 100 µL de una solución de 1M de ácido sulfúri-

co y se ha medido  la absorbancia a 450 nm en el lector de placas Multieskan 

Ex (Thermo Electron Corporation, Alemania). 
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8. Análisis Zimográfico 

La expresión de la MMP-2 ha sido cuantificada mediante técnicas zi-

mográficas que permiten detectar la acción de MMPs en diferentes tipos de 

muestras. La zimografía es un proceso experimental que consiste en la elec-

troforesis de un gel de poli-acrilamida suplementado con gelatina tipo A, la 

cual va a ser degradada por las MMPs presentes en los medios condiciona-

dos que se desplazan verticalmente a través del gel.  

Los medios obtenidos según se ha descrito anteriormente, se han cargado 

en el gel en dilución 1:2 en búfer de zimografía. A continuación, se ha reali-

zado la electroforesis en búfer de electroforesis durante 1 hora y media, 

aproximadamente, a un voltaje constante de 100 V. Una vez finalizada la 

electroforesis el gel se ha incubado en una solución al 5% de Triton X-100. 

Tras este paso, los geles se han embebido durante 24 horas en búfer de in-

cubación, permitiendo la digestión de la gelatina presente en el gel de forma 

proporcional a la expresión de las enzimas en aquellas posiciones determi-

nadas por su tamaño.  

Al cabo de ese tiempo, el gel se ha teñido con un búfer consistente en una 

solución de Azul Comassie, que tiñe la gelatina de forma evidente permitien-

do la observación de bandas claras en los lugares en la que ha sido digerida 

por las MMPs. Posteriormente, los geles se han desteñido parcialmente para 

aumentar el contraste y se han fijado en un búfer de equilibrio. Por último, 

los geles han sido fotografiados para su cuantificación en la máquina G:BOX 

(Syngene, India) y se han cuantificado a través de la utilización del software 

libre de análisis de imagen FIJI-ImageJ™. 
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9. Geles de Electroforesis 

9.1. Gel para Western Blot 10% de Bis-Acrilamida 

Los geles para la detección de proteínas por medio de la técnica de wes-

tern blot se han realizado a una concentración final del 10% de bis-

acrilamida. Los geles de electroforesis están compuestos por 2 partes, la 

parte inferior se le denomina gel de resolución y la parte superior, se le de-

nomina gel de concentración. A continuación se detallan las composiciones 

de cada uno de ellos (tabla 2 y 3): 

Gel de resolución 10% 

1 gel de 1.5 mm 

Bis-Acrilamida 3.32 ml 

dH2O 4 ml 

Tris HCl 1 M pH 
8.8 2.5 ml 

SDS 10% 100 µl 

APS 40% 50 µl 

TEMED 10 µl 

         Tabla 2. Composición detallada del gel de resolución al 10%. 

 

 

 



Métodos 

108 

 

Gel de concentración 4% 

1 gel de 1.5 mm 

Bis-Acrilamida 1.32 ml 

dH2O 3 ml 

Tris HCl 0.5 M pH 
6.8 

1.25 ml 

SDS 10% 50 µl 

APS 40% 24.4 µl 

TEMED 10 µl 

        Tabla 3. Composición detallada del gel de concentración al 4%. 

9.2. Gel para Zimografía 

Para el estudio de las MMPs presentes en el medio, se han realizado geles 

de electroforesis para ensayos zimográficos. En este caso, la concentración 

de bis-acrilamida es del 7.5%. Los geles, al igual que para western blot, se 

dividen en dos partes, con la diferencia de que en el gel de resolución se ha 

añadido gelatina y en ambas partes se ha incorporado glicerol, para darle 

densidad al gel y obtener bandas más contrastadas. A continuación se deta-

llan las composiciones de cada uno de ellos (tabla 3 y 4): 
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Gel de resolución 7.5% 

1 gel de 0.75 mm 

Bis-Acrilamida 875 µl 

dH2O  290 µl 

Tris HCl 1.5 M pH 
8,8  

875 µl 

SDS 20% 17.5 µl 

Glicerol 66% 400 µl 

Gelatina 0.5% 1 ml 

APS 40% 20 µl 

TEMED 5 µl 

          Tabla 4. Composición detallada del gel de resolución al 7.5%. 

Gel de concentración 4% 

1 gel de 0.75 mm 

Bis-Acrilamida 423 µl 

dH2O  850 µl 

Tris HCl 0.5 M pH 
6.8  

640 µl 

SDS 10% 13 µl 

Glicerol 66% 570 µl 

APS 40% 15 µl 

TEMED 5 µl 

          Tabla 5. Composición detallada del gel de concentración al 4%. 
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10. Ensayos de migración celular 

10.1. Test de la Herida 

El efecto de los factores solubles presentes en el medio sobre la capaci-

dad migratoria de las células se ha analizado por medio del “Test de la heri-

da”. 

Por un lado, se ha estudiado la capacidad migratoria tumoral de las C26 

en respuesta al CLX y a la ICAM-1. Para ello las células se han cultivado a una 

concentración de 10.5x104 cl/cm2 durante toda la noche en medio de cultivo 

completo. Al día siguiente, se han tratado con mitomicina a una concentra-

ción de 1µg/ml durante 3 horas en medio al 1% SBF. A continuación, se ha 

retirado el medio y se ha realizado una la herida, línea recta vertical por el 

medio del pocillo, marcando un punto en la mitad de dicha línea. Después, se 

ha lavado con medio para retirar las células eliminadas y los cultivos celula-

res se han incubado con los tratamientos específicos a cada situación expe-

rimental al 1% de SBF. Los tratamientos se describen a continuación: 

- Control: Tratamiento con medio al 1% de SBF. 

- CLX: Tratamiento durante una hora de 20 µM. 

- sICAM-1: Activación mediante 200 ng/ml de sICAM-1durante 24 h. 

- CLX + sICAM-1: 1 hora de incubación con 20 µM de CLX seguido de 

23h de estimulación con 200 ng/ml sICAM-1. 
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Se han realizado fotografías a tiempo 0 y se han comparado con las reali-

zadas tras 24 horas. Las imágenes se han procesado por medio del programa 

FIJI-ImageJ™, se ha calculado el área ocupada por cada herida y se han anali-

zado los cambios producidos tras las 24 horas de incubación. Los datos obte-

nidos han permitido el cálculo de porcentaje de cierre de la herida para cada 

situación experimental. 

Por otro lado se ha analizado la capacidad migratoria de las líneas 3T3 y 

J774A.1 en respuesta a factores solubles tumorales tras distintos tratamien-

tos. Para ello, las células se han cultivado a una concentración de 5.2x104 

cl/cm2 en placas de 24 pocillos durante 24 horas en medio completo. Poste-

riormente, las líneas celulares se han tratado durante 2 horas con mitomicina 

a una concentración de 5 µg/ml para 3T3 y de 1 µg/ml para J774A.1, en me-

dio al 1% de SBF. A continuación, se ha procedido al igual que se ha descrito 

anteriormente. Sin embargo, los tratamientos utilizados han sido los C26-MC 

obtenidos previamente.  

10.2. Migración a través de Transwell 

La capacidad migratoria a través de una fina capa de colágeno se ha cuan-

tificado mediante insertos o cámaras de Boyden modificadas, consistentes 

en un pocillo cuya base está formada por una membrana con poros de 8 µm. 

Tras haber cubierto las membranas con una capa de colágeno tipo I, las célu-

las se han cultivado en la parte superior de los insertos a una concentración 

de 5.2x104 cl/cm2 suplementadas al 5% de suero durante 2-3 horas, para 

permitir su adhesión. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo se ha 

sustituido por los tratamientos correspondientes a cada condición experi-



Métodos 

112 

 

mental y se han incubado en condiciones estándar a diferentes tiempos 

según la línea celular. 

Tras el tiempo de incubación, los insertos se han lavado suavemente con 

PBS 1X y se han retirado las células del compartimento superior. A continua-

ción, los insertos se han fijado en formaldehido al 4% y teñido con cristal 

violeta al 0.05%. Finalmente, la membrana situada en la base de las cámaras 

se ha cortado y montado en portaobjetos. Para el análisis y cuantificación de 

células migradas, las membranas se han fotografiado mediante un microsco-

pio óptico y se han analizado mediante el software FIJI-Image J™. 

11. Proliferación celular 

Para determinar el efecto de factores solubles de cultivos sobre la viabili-

dad celular se han realizado ensayos con PrestoBlue™.  

En paralelo, se ha cultivado el tipo celular a analizar en concentraciones 

decrecientes 1:2 en un rango de 15.6x104 cl/cm2 hasta 0, con el objetivo de 

obtener una recta patrón de la que extrapolar la abosrbancia con el número 

de células. Por otro lado, las células a tratar se han cultivado a una concen-

tración de 1.56x104 cl/cm2 y se han incubado durante 24 horas en medio 

suplementado con 5% SBF, antes de establecer las diferentes condiciones 

experimentales. 

Para el establecimiento de la curva estándar y la extrapolación del núme-

ro inicial de células, tras 24 horas, se ha sustituido el medio por PrestoBlue™ 

diluido 1:10 en medio fresco y se ha dejado incubar 2 horas y media. Tras 

este tiempo, se ha cuantificado la absorbancia en el lector de placas Multies-



Métodos 

113 

 

kan Ex (Thermo Electron Corporation, Alemania) a 570 y a 620 nm. A través 

de un procesamiento estadístico se ha obtenido una recta patrón y su ecua-

ción para la extrapolación de la absorbancia en número de células. 

En aquellos cultivos destinados a experimentación, se ha sustituido el 

medio con los tratamientos correspondientes a cada condición experimental. 

Tras 24 horas, los medios experimentales se han sustituido por una solución 

de PrestoBlue™ diluido 1:10 en medio fresco y se ha procedido de la misma 

manera que se ha descrito para la recta patrón. 

12. Desarrollo experimental de metástasis hepática 

El desarrollo experimental de metástasis hepáticas se ha llevado a cabo 

mediante inyección intraesplénica (i.s.) de las células tumorales de carcino-

ma de colon (C26) en ratones singénicos Balb/c. En primer lugar, los ratones 

Balb/c han sido anestesiados con 50 mg de Nembutal/kg por medio de in-

yección intraperitoneal (i.p). Una vez el ratón se ha encontrado bajo los efec-

tos de la anestesia, se ha procedido a abrir la cavidad peritoneal mediante un 

pequeño corte en el lado izquierdo bajo las costillas. Seguidamente, se ha 

expuesto el polo inferior del bazo y se ha inoculado de forma lenta 100 µL de 

una suspensión celular (2x105cl/100 µl) en PBS 1X estéril. Una vez que las 

células han sido inoculadas y se ha controlado el posible sangrado y una po-

sible retracción de la suspensión celular tapando la zona de inyección con 

papel de filtro, los bazos han sido introducidos en su lugar y se ha suturado 

tanto el peritoneo como la piel con hilo de sutura estéril.  

Tras 14 días los ratones se han sacrificado por medio de dislocación cervi-

cal. El hígado de cada uno de ellos se ha extraído y sumergido en medio de 
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fijación de zinc durante 12 horas. Tras este tiempo, se ha sustituido por alco-

hol 50%. Los hígados fijados se han sometido a un proceso de deshidratación 

y posteriormente se han embebido en parafina. Tras este proceso, se han 

obtenido los bloques de tejido para su procesamiento.  

Dentro del desarrollo experimental de metástasis hepáticas, los ensayos 

se han dividido en cuatro, dependiendo de los tratamientos tanto previos 

como durante el desarrollo experimental en los ratones o en las células tu-

morales. 

12.1. Bloqueo in vivo mediante anticuerpo del LFA-1 
tumoral 

Para el estudio del efecto de la integrina LFA-1 en el desarrollo metastási-

co, modulando la interacción ICAM-1/LFA-1, se ha realizado un ensayo blo-

queando la sub-unidad αL de la LFA-1. Para este bloqueo, se ha utilizado un 

anticuerpo anti-αL, el cual se ha incubado durante 45 minutos con las células 

tumorales C26, como paso previo a su inyección a una concentración de 

1µg/106 células. Además, se ha estudiado el papel de la ICAM-1 en la activa-

ción tumoral por medio de sICAM-1. Para ello las células tumorales C26 se 

han pre-activado durante 18 horas con sICAM-1 a una concentración de 200 

ng/ml. En total, en este proceso experimental se han obtenido tres grupos:  

- Grupo 1: ratones inyectados con células C26 sin tratar, como 

control. 

- Grupo 2: ratones inyectados con células C26 pre-activadas con 

sICAM-1. 
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- Grupo 3: ratones inyectados con células C26 pre-tratadas con 

anticuerpo bloqueante anti-αL del LFA-1.  

Figura 16. Esquema representativo de los diferentes grupos experimentales en el desarrollo 
metastásico in vivo modulado por la deficiencia de la sub-unidad αL del LFA-1. 

12.2. Silenciamiento in vivo de ICAM-1 

Para silenciar la ICAM-1 in vivo se ha utilizado un “stealth” siRNA debido a 

su mayor sensibilidad y estabilidad tanto en suero como en cultivos celula-

res. Para dicho silenciamiento, se han inoculado 2´5 mg/kg de siRNA ICAM-1 

diluido en PBS 1X a través de la vena de la cola 48 y 24 horas antes de la in-

yección de células tumorales y 24 horas después. Además, al tercero y al 

sexto día después de la inyección de las células tumorales se ha administrado 

otra dosis de silenciamiento de forma intraperitoneal. En este proceso  se 

han obtenido dos grupos experimentales:  

Cultivo C26 Cultivo C26

14 días

Cultivo C26

14 días 14 días

sICAM-118 h
Bloqueo

sub-unidad
αL del LFA-1

sICAM-1 anti-αLø

45 min
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- Grupo 1: animales inyectados con células C26 en ratones trata-

dos con “stealth siRNA” inespecífico.  

- Grupo 2: animales inyectados con células C26 en ratones trata-

dos con “stealth siRNA” específico para la ICAM-1 endotelial.  

Figura 17. Esquema representativo de los dos grupos experimentales en el desarrollo 
metastásico in vivo modulado por el silenciamiento de ICAM-1. 

12.3. Inhibición de la COX-2 in vivo 

Por otro lado, para el análisis del efecto de la COX-2 sobre el desarrollo 

metastásico se ha realizado un ensayo con células tumorales control o pre-

activadas con sICAM-1 a una concentración de 200 ng/ml durante 18 horas y 

con ratones control o tratados con dosis diaria de CLX por vía oral a una con-

centración de 100 µg/kg de ratón. Dado estos tratamientos, en este proceso 

se han establecido  cuatro grupos experimentales:  

Cultivo C26

14 días

si-ICAM-1

ICAM-1 endotelial 
silenciado con 

siRNA

si-Inespecífico

Silenciamiento 
inespecífico
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-  Grupo 1: animales inyectados con células C26 en ratones sin 

tratar, como control. 

-  Grupo 2: animales inyectados con células C26 en ratones con un 

tratamiento diario de CLX. 

-  Grupo 3: animales inyectados con células C26 pre-activadas con 

sICAM-1.  

- Grupo 4: animales inyectados con células C26 pre-activadas con 

sICAM-1 y tratadas diariamente con CLX. 
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Figura 18. Esquema representativo de los diferentes grupos experimentales 
en el desarrollo metastásico in vivo modulado por la COX-2 y la ICAM-1. 

12.4 Bloqueo in vivo mediante anticuerpo del MR en-
dotelial 

Para el estudio del efecto del bloqueo in vivo del MR se ha utilizado un 

anticuerpo primario hecho en ratón del receptor CD206 con el isotipo IgG2a. 

Primero al grupo de ratones tratamiento del silenciamiento del MR se les ha 

inoculado de forma intra-peritoneal 500 µg/kg del anticuerpo 30 minutos 

antes de inyectar en el bazo las células tumorales C26. Tras 24 y 48 horas 

después de la inyección, se ha tratado a los ratones con la misma dosis y por 

vía intra-peritoneal. Por otro lado, en el grupo de ratones control, el proceso 
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14 días
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ha sido el mismo pero con la misma dosis pero se ha utilizado un anticuerpo 

inespecífico IgG2a. Debido a estos tratamientos, en este proceso se han es-

tablecido dos grupos experimentales: 

-  Grupo 1: animales inyectados con células C26 en ratones sin 

tratar, como control.  

-  Grupo 2: animales inyectados con células C26 en ratones blo-

queando el MR con un anticuerpo.  

Figura 19. Esquema representativo de los dos grupos experimentales en el desarrollo 
metastásico in vivo modulado por el bloqueo del MR 
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14 días
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13. Análisis histológicos  

13.1. Preparación de muestras 

Con las muestras de hígados embebidas en parafina se han realizado cor-

tes de 6 micras de grosor con el micrótomo HM 235 (Thermo Fisher Scienti-

fic, Estados Unidos) y se han depositado en portaobjetos poli-lisinados du-

rante 24 horas en una estufa a 37ºC. A continuación, se han utilizado los 

diferentes cortes en análisis histológicos e inmunohistológicos. 

13.2. Hematoxilina-Eosina 

Para la cuantificación del desarrollo metastásico, se han analizado seccio-

nes de tejido hepático teñidas con hematoxilina-eosina. Las secciones se han 

sometido a un proceso de rehidratación mediante la inmersión en una serie 

de alcoholes a concentraciones decrecientes. Las muestras se han teñido en 

primer lugar con hematoxilina Gill (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) 

durante 2 minutos y 30 segundos y a continuación, con eosina (Thermo Fis-

her Scientific, Estados Unidos) durante 25 segundos. Tras esta tinción las 

secciones se han deshidratado y se han montado para su visualización y aná-

lisis. Para la cuantificación se han analizado seis secciones de cada hígado 

con una distancia de 300 micras entre cada sección. El tejido hepático se ha 

visualizado mediante el microscopio óptico Zeiss (Alemania) y se han realiza-

do fotografías de la sección total del hígado a un tamaño de 4X aumentos, 

para su posterior análisis mediante el software FIJI-ImageJ™. 
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13.3. Marcaje de colágeno fibrilar (Rojo Siria) 

Se ha realizado la tinción de Rojo Siria para detectar la acumulación de 

colágeno fibrilar intratumoral. Las muestras se han re-hidratado por medio 

de una serie decreciente de alcoholes. A continuación se han incubado du-

rante 30 minutos en una solución de “Fast Green”, diluido en una solución 

saturada de ácido pícrico. Posteriormente, tras un lavado en agua miliQ, se 

ha procedido al segundo paso de la tinción, con “Fast Red”, diluido en una 

solución de ácido pícrico saturada durante otros 30 minutos. Por último, tras 

un lavado final, las secciones se han sometido a un proceso de deshidrata-

ción sumergiendo las secciones en una serie creciente de alcoholes y se han 

montado. El porcentaje colágeno fibrilar, representado por fibras rojas sobre 

un fondo verde, se ha cuantificado por medio del software FIJI-ImageJ™.  

14. Análisis inmunohistológicos 

14.1 Marcaje alfa actina de músculo liso (α-SMA) 

El marcaje de alfa actina de músculo liso (α-SMA) en cortes de hígado con 

se ha realizado a través de una técnica inmunohistoquímica con cuantifica-

ción colorimétrica. Los cortes de parafina se han deshidratado por medio de 

alcoholes decrecientes seriados. A continuación se han incubado durante 40 

minutos en una solución de citrato a un pH ácido a una temperatura entre 

90-95ºC para desenmascarar los antígenos y facilitar el proceso de marcaje. 

Después se han atemperado 20 minutos en agua destilada, se han secado los 

portas, se han colocado en una cámara húmeda y se ha marcado la zona de 

tejido con un bolígrafo hidrofóbico para evitar que la muestra se seque. Du-

rante 40 minutos se ha incubado al tejido con una solución de bloqueo de 
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PBS 1X al 3% de H2O2. El siguiente paso ha sido hacer tres lavados de 5 minu-

tos cada uno con una solución de PBS 1X al 0,05% de Tween, para eliminar 

restos de la solución de bloqueo. Tras los lavados, las muestras se han incu-

bado con otra solución de bloqueo compuesta por PBS 1X al 5% SBF durante 

1 hora. Después de este bloqueo las muestras se han vuelto a lavar tres ve-

ces con la solución de lavado y se han incubado 30 minutos con la solución 

de bloqueo Fab. Una vez transcurrido el tiempo se han vuelto a realizar los 

lavados y se ha incubado durante toda la noche en cámara fría y húmeda con 

el anticuerpo para el marcaje de α-SMA diluido 1:500 en búfer de BSA. Al día 

siguiente, se han realizado otros tres lavados de 5 minutos y se ha incubado 

al tejido durante 1 hora con anticuerpo secundario biotinilizado diluido 

1:1000 en solución de BSA. Transcurrido el tiempo, se ha vuelto a lavar el 

tejido tres veces durante 5 minutos cada una y se ha incubado 30 minutos 

con estreptavidina-HRP diluida 1:500 en búfer de BSA. A continuación, se ha 

vuelto a lavar las muestras tres veces de 5 minutos y se ha añadido el sustra-

to DAB durante 2 minutos. Por último, se han realizado tres lavados más S y 

se ha hecho una tinción de 1 minuto en hematoxilina para el contraste. A 

continuación, las muestras se han deshidratado por incubación seriada cre-

ciente de alcoholes y se han montado. Se han dejado secar 24 horas y se han 

analizado al microscopio óptico, mediante la captura de fotos de la superficie 

del tejido. Por medio del software FIJI-ImageJ™ se ha cuantificado el porcen-

taje de α-SMA. 

14.2. Marcaje de macrófagos F4/80 

Durante el desarrollo tumoral, las poblaciones de macrófagos se dirigen y 

se infiltran en el tumor. Para analizar el porcentaje de infiltración ha sido 

necesario el marcaje específico de macrófagos con la proteína F4/80. 
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Para este proceso, las muestras de tejidos se han deshidratado en con-

centraciones decrecientes de alcoholes. Los portas se han secado y rotulado 

la muestra con bolígrafo hidrofóbico y se han incubado durante 40 minutos 

en la solución de bloqueo al 3% de H2O2.A continuación se han incubado 

durante  30 minutos en un tampón de Tris-EDTA con proteinasa K para favo-

recer el desemascaramiento de los antígenos. Tras este tiempo, se han lava-

do tres veces las muestras con búfer de lavado y se han incubado durante 1 

hora con búfer de bloqueo, PBS 1X al 5% SBF. Pasada la hora, se han repetido 

los lavados y se ha incubado a las muestras en cámara húmeda y fría durante 

toda la noche con una dilución 1:500 del anticuerpo F4/80 en búfer de BSA. 

Al día siguiente, las muestras se han lavado y se han incubado durante 1 hora 

en un anticuerpo secundario conjugado con biotina diluido 1:1000 en búfer 

de BSA. Al cabo de este tiempo, se ha vuelto a lavar el tejido y se ha incuba-

do con HRP durante 30 minutos en una dilución 1:500 en solución de BSA. 

Para finalizar, las muestras se han lavado, se han incubado 2 minutos en 

DAB, se han contrastado con hematoxilina durante 1 minuto y se han vuelto 

a deshidratar por serie creciente de alcoholes para montarlas con DPX y po-

der analizarlas. Para ello se han realizado fotos de los tejidos y por medio del 

software FIJI-ImageJ™ se ha cuantificado el porcentaje de marcaje F4/80.  

15. Procesamiento estadístico 

Todos los valores obtenidos de los diversos ensayos experimentales han 

sido expresados en función de la media ± desviación estándar (DE). Para el 

análisis estadístico de resultados no paramétricos de los resultados junto con 

la realización de las gráficas se ha utilizado el programa GraphPad Prism 5. 

Por otro lado, el test de análisis parametrico “T de Student” se ha realizado 
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por medio del Microsoft Excel. Ambos análisis con un intervalo de confianza 

del 95% (p. value< 0.05).  
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1. Estudio in vivo del papel de ICAM-1/LFA-1 desarro-
llo tumoral de C26 

Como se ha explicado anteriormente, la intravasación al hígado de las 

células tumorales requiere de su interacción con las LSECs a través de molé-

culas de adhesión. En base a resultados previos, la unión entre la ICAM-1 

presente en las células endoteliales y la LFA-1 expresada por las células tu-

morales C26 favorece la infiltración al hígado. Además, también se ha obser-

vado que tras la interacción ICAM-1/LFA-1, se incrementan los niveles de 

ICAM-1 en el microambiente tumoral, activado la capacidad tumoral de las 

células C26 (78,80). 

El estudio de esta interacción in vivo se ha realizado desde dos puntos de 

vista, primero se ha bloqueado la subunidad αL de la integrina LFA-1 en las 

células C26, con un anticuerpo anti-αL como se ha explicado anteriormente 

en métodos. Posteriormente, se ha silenciado parcialmente la expresión de 

ICAM-1 endotelial en ratones, a través de si-ARN.  

Para cada proceso experimental, se han utilizado cortes de hígado de 6 

µm de grosor. Estos cortes se han procesado de la manera adecuada a cada 

análisis y se han fotografiado a aumentos de 4X (para la capacidad metastá-

sica) y a 10X (para el resto de análisis). Las imágenes se han analizado a 

través del software FIJI-ImageJ.  

La capacidad metastásica de las células tumorales C26 se ha analizado a 

través de la tinción de hematoxilina-eosina. Para comprender el papel de las 

HSCs en la formación del TME y el desarrollo tumoral, se ha realizado el mar-

caje inmunohistoquímico de α-SMA. Además, sabiendo el papel clave de los 

HSCs en la deposición de colágeno, generada por un aumento de la respues-
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ta desmoplásica, se ha realizado la tinción de Rojo Siria. Por último, para el 

estudio del papel de las KCs en la formación de TME y desarrollo tumoral, se 

ha realizado un análisis inmunohistoquímico de F4/80. 

1.1. Estudio in vivo de la integrina LFA-1 en el desa-
rrollo tumoral hepático de C26   

Para el estudio de la integrina LFA-1 se han utilizado ratones Balb/c inyec-

tados con células tumorales C26 control, pre-activadas con sICAM-1 (debido 

a su poder activador sobre las células tumorales) o pre-tratadas con anti-αL, 

como se ha explicado anteriormente en métodos.  
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1.1.1. Efecto de la integrina LFA-1 tumoral en la capa-
cidad metastásica de C26. 

El análisis del bloqueo de la sub-unidad αL esta integrina en el desarrollo 

metastásico ha disminuido el porcentaje de área tumoral con respecto al 

control aproximadamente al 50%. Además, la capacidad metastásica de las 

células tumorales C26 se ha incrementado en otro 50% al ser pre-activadas 

con sICAM-1 antes de su inyección (gráfica B).  

Junto con este porcentaje de área total ocupada por el tumor, se han es-

tudiado las diferencias en la media del número de focos de cada tratamiento, 

agrupados en cuatro rangos de tamaño de foco (gráfica C). Estos rangos se 

dividen en: rango 1 de 0 a 0.2 µm, rango 2 de 0.2 µm a 0.6 µm, rango 3 de 

0.6 µm a 2 µm y rango 4 de 2 µm en adelante.  

Los resultados han reflejado una disminución de la media del número de 

focos a medida que estos aumentan su tamaño en todos los tratamientos. 

Sin embargo, en las células tumorales C26 pre-activadas con sICAM-1, el 

número de focos ha sido superior en todos los rangos de tamaño, respecto al 

control. Por otro lado, el número de focos en el grupo de células pre-tratadas 

con anti-αL se han localizado siempre por debajo tanto del grupo sICAM-1 

como control durante todos los rangos de tamaño de foco. 
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Figura 20. Efecto del bloqueo de la subunidad αL del LFA-1 en células tumorales C26 en la 
capacidad metastásica hepática in vivo. (A) Fotografías representativas a microscopía 
óptica de ratones inoculados con células C26 control, pre-activadas con sICAM-1 o pre-
tratadas con anti-αL. (B) Cuantificación del porcentaje total de área tumoral respecto al 
control (100%) y (C) media del número de focos totales del tejido hepático por cada rango 
de tamaño. Resultados presentados como la media ±DE. **p< 0.01 y ***p< 0.005 signifi-
cancia respecto el control. Barra de escala: 200 µm. 
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1.1.2. Efecto de la integrina LFA-1 tumoral en el reclu-
tamiento de HSCs 

Una vez analizado el desarrollo tumoral hepático, se ha estudiado el papel 

de la integrina LFA-1 en el reclutamiento de HSCs dentro del TME. Los resul-

tados se han representado como el porcentaje medio intratumoral de α-SMA 

total de cada tratamiento con respecto al área tumoral (gráfica B) y el por-

centaje medio intratumoral de α-SMA en cada rango de tamaño de foco 

(gráfica C).  

El porcentaje medio intratumoral de α-SMA total en los cortes del grupo 

de ratones sICAM-1 ha aumentado en torno a un 2% respecto al grupo de 

ratones control. Por otro lado, el porcentaje en el grupo de ratones anti- αL 

ha disminuido un 3% respecto al grupo control. Además, en la gráfica C, los 

resultados han mantenido la misma tendencia que lo observado en los por-

centajes medios intratumorales. Los cortes de ratones con células pre-

activadas con sICAM-1 han reflejado un porcentaje superior de α-SMA con 

respecto al control en todos los rangos de tamaño. Sin embargo, en los cor-

tes de ratones anti- αL  dicho porcentaje ha sido inferior al grupo control en 

todos los rangos de tamaño. 
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Figura 21. Efecto del bloqueo de la subunidad αL del LFA-1 en células tumorales C26 en el 
reclutamiento de HSCs in vivo. (A) Fotografías representativas del marcaje inmunohistoquí-
mico de α-SMA a microscopía óptica de ratones inyectados con células C26 control, pre-
activadas con sICAM-1 o pre-tratadas con anti-αL. (B) Cuantificación del porcentaje medio 
total de α-SMA intratumoral respecto al área tumoral y (C) media del porcentaje de α-SMA 
intratumoral por cada rango de tamaño. Resultados presentados como la media ±DE. *p< 0.05 
significancia respecto al control. Barra de escala: 100 µm. 
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1.1.3. Efecto de la integrina LFA-1 tumoral en la in-
ducción de la respuesta desmoplásica  

Tras el análisis del reclutamiento de las HSCs, y sabiendo su implicación 

en la deposición de colágeno, se ha estudiado la respuesta desmoplásica a 

través de la tinción Rojo Siria. Los resultados se han dividido en el porcentaje 

medio intratumoral de colágeno total de cada tratamiento con respecto al 

área tumoral (gráfica B) y el porcentaje medio intratumoral de colágeno en 

cada rango de tamaño de foco (gráfica C). 

Estos resultados han mantenido la misma tendencia que los anteriores, ya 

el porcentaje medio total de colágeno de los cortes del grupo de ratones 

sICAM-1 ha incrementado con respecto al grupo control. Además, siguiendo 

con esta tendencia, los cortes del grupo anti- αL han disminuido su porcenta-

je medio tanto respecto al grupo control como al grupo sICAM-1. En relación 

a la gráfica C, el porcentaje intratumoral de colágeno ha sido superior en los 

ratones del grupo sICAM-1 para todos los rangos de tamaño con respecto al 

grupo control. En cuanto al grupo de ratones anti-αL, el porcentaje medio de 

colágeno para cada rango de tamaño se ha mantenido por debajo del grupo 

control, siguiendo la misma tendencia que en resultados anteriores. 
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Figura 22. Efecto del bloqueo de la subunidad αL del LFA-1 en células tumorales C26 en la 
respuesta desmoplásica in vivo. (A) Fotografías representativas de la tinción Rojo Siria a 
microscopía óptica de ratones inyectados con células C26 control, pre-activadas con sICAM-1 
o pre-tratadas con anti-αL. (B) Cuantificación del porcentaje medio de Rojo Siria intratumoral 
respecto al área tumoral y (C) media del porcentaje intratumoral de Rojo Siria por cada rango 
de tamaño. Resultados presentados como la media ±DE. *p< 0.05 significancia respecto al 
control.  Barra de escala: 100 µm. 
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1.1.4. Efecto de la integrina LFA-1 tumoral en el reclu-
tamiento de KCs 

Por último, se ha estudiado el efecto de la integrina LFA-1 en el recluta-

miento de las KCs, por medio de inmunohistoquimica para F4/80. Al igual 

que en análisis anteriores, los resultados obtenidos se han representado 

como el porcentaje medio intratumoral de F4/80 total de cada tratamiento 

con respecto al área tumoral  (gráfica B) y el porcentaje medio intratumoral 

de F4/80 en cada rango de tamaño de foco (gráfica C). 

Los resultados de la gráfica B han mostrado un ligero aumento del 3%  de 

F4/80 en el grupo de ratones con células inyectadas C26  pre-activadas con 

sICAM-1 respecto al control y una disminución en torno al 5%  de dicho mar-

caje en el grupo de ratones anti-αL. Por otro lado, en la gráfica C se ha obser-

vado un aumento en el porcentaje de F4/80 en todos los rangos de tamaño 

en ratones con células pre-activadas con sICAM-1 respecto al control, excep-

to en el rango 0.2-0.6 µm, donde el porcentaje ha sido similar. En cuanto al 

grupo de ratones anti-αL, el porcentaje de F4/80 por cada rango de tamaño 

ha sido inferior al control en todos llegando a ser 0 para áreas superiores de 

2 µm. 
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Figura 23. Efecto del bloqueo de la subunidad αL del LFA-1 en células tumorales C26 en el 
reclutamiento de KCs in vivo (A) Fotografías representativas del marcaje de F4/80 a micros-
copía óptica de ratones inyectados con células C26 control, pre-activadas con sICAM-1 o pre-
tratadas con anti-αL. (B) Cuantificación del porcentaje medio de F4/80 intratumoral respecto 
al área tumoral (C) y media del porcentaje de F4/80 por cada rango de tamaño (C). Resultados 
presentados como la media ±DE. **p< 0.01 significancia respecto al control. Barra de escala: 
100 µm. 
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1.2. Estudio in vivo de la ICAM-1 endotelial en el desa-
rrollo tumoral hepático de C26 

Tras analizar los resultados obtenidos del papel de la integrina LFA-1 se ha 

estudiado el papel de la ICAM-1 endotelial hepática. Para ello, se han esta-

blecido dos grupos experimentales, un grupo control con ratones silenciados 

de forma inespecífica, a partir de ahora denominado                     si-

Inespecífico y un grupo con ratones silenciados parcialmente para la ICAM-1 

endotelial, denominado a partir de ahora cómo si-ICAM-1. El proceso expe-

rimental se ha llevado a cabo según se ha descrito anteriormente en méto-

dos. De igual manera que en el estudio de la LFA-1, se ha analizado la capaci-

dad metastásica tumoral y la respuesta desmoplásica, a través de análisis 

histológicos y el reclutamiento de HSCs y KCs por las técnicas de inmunohis-

toqumica para marcaje de α-SMA y F4/80. 

1.2.1. Estudio del papel de la ICAM-1 endotelial hepá-
tica en la capacidad metastásica tumoral de C26  

Tras la tinción de hematoxilina-eosina de los dos grupos experimentales, 

los resultados se han reflejado cómo el porcentaje de área tumoral respecto 

al tratamiento control (gráfica B). Además, se ha analizado la media de 

número de focos  por cada rango de tamaño pre-establecido (C), de igual 

manera que en análisis anteriores.  

Los resultados han mostrado una disminución significativa de aproxima-

damente el 70% del área tumoral en los ratones si-ICAM-1 frente a los rato-

nes si-inespecífico (gráfica B). Aún más, el número de focos por cada rango 

de tamaño pre-establecido ha sido siempre inferior en los ratones si-ICAM-1 

con respecto a los ratones con si-Inespecífico, siendo esta diferencia mayor 
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en los tumores de menor área y disminuyendo a medida que el tumor tiene 

un mayor área (gráfica C).  

Figura 24. Efecto del silenciamiento in vivo de la ICAM-1 endotelial sobre la capacidad me-
tastásica hepática de las células tumorales C26. (A) Fotografías representativas a microscopía 
óptica de ratones con si-Inespecífico o con si-ICAM-1 e inyectados con células C26. (B) Cuanti-
ficación del porcentaje total de área tumoral respecto al si-Inespecífico (100%) y (C) media del 
número de focos totales del tejido hepático por cada rango de tamaño. Resultados presenta-
dos como la media ±DE. *p< 0.05 significancia respecto al control. Barra de escala: 200 µm. 
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Además, esta disminución se ha observado también en los porcentajes de 

marca intratumorales en los diferentes rangos de tamaño, donde el grupo si-

Inespecífico siempre tiene un mayor porcentaje con respecto al grupo de si- 

ICAM-1, para todos los rangos de tamaño 

 
Figura 25. Efecto del silenciamiento in vivo de la ICAM-1 endotelial sobre el reclutamiento 
de HSCs durante el desarrollo metastásico de células C26. (A) Fotografías representativas a 
microscopía óptica de ratones con si-Inespecífico o con si-ICAM-1 e inyectados con células 
C26. (B) Cuantificación del porcentaje medio total de α-SMA intratumoral respecto al área 
tumoral. (C) Media del porcentaje de marca de α-SMA intratumoral por cada rango de tama-
ño. Resultados presentados como la media ±DE. **p< 0.01 significancia respecto al control. 
Barra de escala: 100 µm. 
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reducción significativa con respecto a la acumulación de colágeno fibrilar. 

Así, en los ratones tratados con si-ICAM-1, el porcentaje medio intratumoral 

ocupado por colágeno se ha reducido en un 50% en comparación con los 

ratones tratados con si-Inespecífico. El patrón se ha repetido al analizar los 

focos de diferente tamaño, observándose en todos ellos una tendencia a la 

baja tras el silenciamiento de la ICAM-1, exceptuando el rango de 0,6-2µm, 

donde no se apreció ningún foco de estas características en los ratones tra-

tados con si-Inespecífico. 

 
Figura 26. Efecto del silenciamiento in vivo de la ICAM-1 endotelial sobre la respuesta des-
moplásica durante el desarrollo metastásico de células C26. (A) Fotografías representativas a 
microscopía óptica de ratones con si-Inespecífico o con si-ICAM-1 e inyectados con células 
C26. (B) Cuantificación del porcentaje medio intratumoral de colágeno depositado respecto al 
área tumoral. (C) Media del porcentaje intratumoral de colágeno por cada rango de tamaño. 
Resultados presentados como la media ±DE. * p< 0.05 significancia respecto al control. Barra 
de escala: 100 µm. 
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1.2.4. Estudio del papel de la ICAM-1 endotelial hepá-
tica en el reclutamiento de KCs 

Los resultados de este análisis inmunohistoquímico han mostrado una 

disminución significativa de más del 50% en el porcentaje medio intratumo-

ral de F4/80 en aquellos ratones con el silenciamiento si-ICAM-1 en compa-

ración con los ratones si-Inespecífico (gráfica B). Además, esta disminución 

de marca intratumoral se ha mantenido durante los diferentes rangos de 

tamaño tumoral, siendo siempre inferior en ratones si-ICAM-1 con respecto 

a los ratones si-Inespecífico (gráfica C).  

Figura 27. Efecto del silenciamiento in vivo de la ICAM-1 endotelial sobre el reclutamiento 
de KCs durante el desarrollo metastásico de células C26. (A) Fotografías representativas a 
microscopía óptica de ratones con si-Inespecífico o con si-ICAM-1 e inyectados con células 
C26. (B) Cuantificación del porcentaje medio intratumoral de F4/80 respecto al área tumoral 
en animales control y silenciados. (C) Media del porcentaje intratumoral de F4/80  por cada 
rango de tamaño. Resultados presentados como la media ±DE. ** p< 0.01 significancia respec-
to al control. Barra de escala: 100 µm. 
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2. Estudio del papel de la COX-2 en el desarrollo tu-
moral hepático  

La interacción entre la ICAM-1 endotelial y la LFA-1 tumoral inicia una 

cascada pro-inflamatoria en el hígado, promoviendo la síntesis de diversos 

mediadores inflamatorios comoIL-1β, IL-6, PGE2 and TNF-α (67).  

Es conocido que el aumento de la PGE2 tiene un papel clave en numero-

sos procesos pro-inflamatorios y pro-tumorales. Como se ha indicado ante-

riormente, la COX-2 es la enzima limitante de la producción de PGE2 y actúa 

como mediador en la producción de proteínas inflamatorias (157). Además, 

esta enzima se encuentra en niveles elevados de expresión en pacientes de 

cáncer de colon o con metástasis hepáticas (155), por lo que ha sido objeto 

de múltiples estudios, centrados principalmente en su papel sobre las células 

tumorales. Sin embargo, este trabajo se ha enfocado en relacionar la expre-

sión de la COX-2 con el reclutamiento de poblaciones estromales y la conse-

cuente modulación del TME.  

Para ello se han realizado diferentes análisis tanto in vitro como in vivo, 

en los cuales se ha utilizado el CLX y así estudiar el efecto de su inhibición en 

diferentes procesos. 

2.1. Efecto del CLX sobre la expresión de COX-2 en 
células tumorales C26 

Como estudio previo, se ha analizado el efecto del CLX sobre la expresión 

de COX-2 en células tumorales C26 por medio de la técnica western blot. Las 

células se han incubado durante 8 y 24 horas a una concentración de CLX 20 

µM. Los resultados han revelado una leve disminución de la expresión de 
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COX-2 pasadas 8 horas. Sin embargo, a 24 horas, la expresión de COX-2 se ha 

reducido al 70% con respecto al control.  

2.2. Estudio del efecto de la sICAM-1 en la actividad 
de la COX-2 tumoral  

Conociendo el potencial pro-inflamatorio de la ICAM-1 se ha analizado su 

papel en la modulación de la COX-2 tumoral en diferentes procesos implica-

dos en el desarrollo tumoral.  

 

 

 

 

 

Figura 28. Análisis del efecto del CLX sobre la expresión de COX-2 en células tumorales C26. 
Fotografía representativa de la expresión proteica de COX-2 analizada por western blot en la 
parte superior de cada gráfica. En la parte inferior, gráfica de la cuantificación proteica 
respecto al control a cada tiempo de células no tratadas (valor=1). La proteína constitutiva 
utilizada ha sido GAPDH de 33 kDa. Resultados presentados como la expresión media ±DE. 
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2.2.1. Estudio de la activación tumoral por sICAM-1 en 
la actividad de la COX-2 y la producción de PGE2. 

Debido al papel limitante de la COX-2 en la expresión de PGE2, se ha anali-

zado el poder inhibitorio del CLX a mediante la medición de la actividad de la 

COX-2 y la cuantificación de PGE2 secretada por el tumor. Además, se ha 

analizado el poder modulador sobre esta enzima de la ICAM-1, tanto en la 

actividad de la COX-2 como en la expresión de PGE2. Para ello se ha inhibido 

dicha enzima con CLX durante 1 hora con concentraciones de 10 y 20 µM. 

Posteriormente se han incubado con medio control o con sICAM-1 (200 

ng/ml) durante 18 horas y tras este tiempo se han recogido los medios para 

su posterior análisis a través de la técnica ELISA. Para el estudio de la activi-

dad de la COX-2 se ha realizado el mismo proceso pero con un paso previo a 

la recogida de medio, tratando a las células con ácido araquidónico 10 µM 

durante 30 minutos.  

Como era de esperar, los resultados de la figura A han reflejado una dis-

minución en la actividad de la COX-2 tras la inhibición con CLX de aproxima-

damente el 50%. Además, el CLX ha sido capaz de revertir el efecto pro-

inflamatorio producido por la sICAM-1, que ha incrementado en más del 

doble la actividad de la COX-2 y sin embargo, en el tratamiento con CLX los 

valores han disminuido hasta los niveles control.  

Por otro lado, los resultados de la expresión de PGE2 (figura B), han sido 

similares a los anteriores. La inhibición de la COX-2 por parte del CLX, ha 

disminuido la expresión de esta molécula prácticamente al 50% en las células 

tumorales C26. Aún más, el CLX ha sido capaz de reducir la expresión de PGE2 

que había sido incrementada por la acción pro-inflamatoria de la sICAM-1.  
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2.2.3. Estudio de la capacidad proliferativa del tumor 
mediada por la COX-2 tras la activación por sICAM-1 

Uno de los sellos del cáncer es el incremento de la proliferación de las 

células tumorales. Por ello se ha estudiado in vitro del papel de COX-2 modu-

lada por la expresión de ICAM-1 en la capacidad proliferativa de las C26. Las 

células se han tratado primero con 20 µM de CLX durante 1 hora. A conti-

nuación, se ha tratado con sICAM-1 a 200 ng/ml y tras 24 horas de incuba-

ción se ha medido la proliferación a través de PrestoBlue™.  

Los resultados experimentales han revelado un aumento de la capacidad 

proliferativa de las células tumorales en más del 50% en presencia de sICAM-

1. Sin embargo, este aumento se ha reducido hasta niveles control al tratar a 

las células tumorales con CLX, anulando así, el potencial activador de la 

ICAM- .  

Figura 29. Efecto de la inhibición de la COX-2 tras la activación de ICAM-1 en la actividad de 
COX-2 y la expresión de PGE2 en células tumorales C26. Análisis de la actividad de la COX-2 y 
la producción de PGE2 por las células tumorales C26 en respuesta a la presencia de CLX y 
sICAM-1 a través de la técnica de análisis ELISA. Resultados presentados como media ±DE. 
*p<0.05 respecto al control. #p<0.05 y ## p<0.01 significancia de tratamientos con CLX, res-
pecto a no tratados con CLX. 
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2.2.4. Estudio de la capacidad migratoria del tumor 
mediada por la COX-2 tras la activación por sICAM-1 

Junto con la proliferación, la migración de las células tumorales es crucial 

para el desarrollo metastásico. Por ello, se ha estudiado in vitro el efecto de 

la COX-2 modulada por la expresión de ICAM-1 en la capacidad migratoria de 

las células tumorales C26.  

Los resultados han mostrado un incremento significativo de la capacidad 

migratoria de las células tumorales C26 modulada por la presencia de sICAM-

1. Este incremento se ha reducido tras la inhibición de la COX-2 por la acción 

del CLX. Sin embargo, la capacidad migratoria tumoral no se ha visto afecta-

da  significativamente tras la inhibición de la COX-2 en ausencia de sICAM-1.  
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Figura 30. Efecto de la inhibición de la COX-2 tras la activación de ICAM-1 en la capacidad 
proliferativa de las células tumorales C26 a 24 horas. Ensayo de proliferación a 24 horas en 
células tumorales con diferentes tratamientos: control, con CLX y con sICAM-1 control o con 
previo tratamiento de CLX. Resultados presentados como media ±DE. *p<0.05 respecto al 
control. #p<0.05 significancia de tratamientos con CLX, respecto a no tratados con CLX. 
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2.2.5. Estudio de la degradación de la ECM mediada 
por la COX-2 tras la activación por sICAM-1 

La remodelación de la matriz extracelular es uno de los procesos necesa-

rios para la migración tumoral. Tras observar que la activación mediada por 

la sICAM-1 aumenta la capacidad tumoral de las células C26 y que la COX-2 

es responsable en parte de dicho aumento, se ha analizado el papel de dicha 

enzima en la habilidad de las C26 para digerir la ECM. Para ello, se han reali-

zado análisis zimográficos, cuyo producto de degradación es la gelatina, y así 

estudiar las MMPs, en concreto, la MMP-2 y la MMP-9. 

Los resultados obtenidos han mostrado como la activación tumoral por 

sICAM-1 estimula la secreción de MMP-2 en las células tumorales. Además, 

en relación con lo observado anteriormente, la inhibición con CLX ha dismi-
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Figura 31. Efecto de la inhibición de la COX-2 tras la activación de ICAM-1 en la capacidad 
migratoria a 24 horas de las células tumorales C26. Ensayo de migración por test de la herida 
a 24 horas en células tumorales con tratamiento control, de CLX y con sICAM-1 control o con 
previo tratamiento de CLX. Resultados presentados como la media ±DE. *p<0.05 respecto al 
control. #p<0.05 significancia de tratamientos con CLX, respecto a no tratados con CLX. 
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nuido la expresión de MMP-2 producida por el tumor, tanto en las C26 con-

trol como las activadas por sICAM-1.  

2.2.6. Estudio de la respuesta angiogénica del tumor 
mediada por la COX-2 tras la activación por sICAM-1 

El principal mediador de la respuesta angiogénica es el VEGF, el cual es 

expresado por diversos tipos celulares dentro del TME, entre ellos las células 

tumorales. Para estudiar el papel de la COX-2 modulada por la activación de 

la ICAM-1 en la expresión de VEGF tumoral se ha realizado por medio de la 

técnica de ELISA. Los C26-MC analizados (control o pre-activados con sICAM-

1 y dentro de cada grupo tratados o sin tratar con CLX 20µM) se han obteni-

do siguiendo el protocolo establecido.  
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Figura 32. Efecto de la inhibición de COX-2 tras la activación de ICAM-1 en la degrada-
ción de la ECM por células tumorales C26. Análisis zimográfico de la actividad de la MMP-
2 producida por células C26 en respuesta a la inhibición de la COX-2 y de la activación con 
sICAM-1. Resultados presentados como media ±DE. *p<0.05 respecto al control. #p<0.05 
significancia de tratamientos con CLX, respecto a no tratados con CLX.  
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Los resultados han mostrado una disminución del 50%, aproximadamen-

te, en los niveles de VEGF al inhibir la COX-2  en las células tumorales control. 

La expresión de esta molécula se ha incrementado significativamente en 

torno a un 20% al activar a las células tumorales con  sICAM-1 debido al po-

der pro-angiogénico de la ICAM-1. Sin embargo, esta capacidad pro-

angiogénica ha sido revertida por la inhibición de la COX-2 a través de la ac-

ción del CLX, bajando la expresión de VEGF hasta niveles control.  

 
Figura 33. Efecto de la inhibición de la COX-2 modulada tras la activación de ICAM-1 en la 
expresión de VEGF por células tumorales C26. Análisis de la producción de VEGF por las 
células tumorales C26 en respuesta a la presencia de CLX y sICAM-1 a través de la técnica de 
análisis ELISA. Resultados presentados como media ±DE. *p<0.05 respecto al control. #p<0.05 
significancia de tratamientos con CLX, respecto a no tratados con CLX.  
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3. Estudio in vitro del papel de las células estromales 
en el desarrollo tumoral 

Para que el TME favorezca el desarrollo tumoral no solo es necesaria la 

implicación de las células tumorales sino que el papel de las células estroma-

les en el TME es imprescindible para generar un proceso pro-tumoral. Pero 

para que las células estromales ejerzan este papel es necesario su recluta-

miento y activación por parte del tumor.  

3.1 Estudio de la activación de células estromales en 
presencia del tumor 

La activación por el tumor de las células estromales es un paso clave en la 

formación del TME. Debido a ello, se ha estudiado la capacidad de activación 

de las células tumorales C26 sobre las líneas celulares de fibroblastos y 

macrófagos murinos, 3T3 y J774A.1, respectivamente. Estas líneas celulares 

se han cultivado y tratado C26-MC durante 24, 48 y 72 horas. Tras estos 

tiempos, se han obtenido lisados proteicos, a través del método de Laemmli 

y se han cuantificado. Posteriormente, se ha realizado el análisis de proteínas 

por western blot.  

3.1.1. Activación de fibroblastos 3T3 por el tumor 

Los resultados de western blot reflejan los cambios de expresión de las 

proteínas FAP e ICAM-1 por 3T3 durante 24, 48 y 72 horas en presencia (TA 

C26) o ausencia de C26-MC (ø). La expresión de FAP es uno de los marcado-

res de activación de CAFs (169) y los resultados han reflejado un aumento 

progresivo de esta expresión a partir de las 24 horas de cultivo con C26-MC 
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mientras que se en el cultivo control de 3T3 su expresión se ha mantenido 

prácticamente constante en el tiempo.  

La ICAM-1 es otra de las proteínas que incrementa su expresión en los 

CAFs (170) y como ha observado en los resultados tanto en el grupo control 

como en el activado por C26-MC su expresión ha incrementado en el tiempo. 

Sin embargo, esta expresión es mayor en el cultivo de 3T3 con C26-MC (TA 

C26).  

3.1.2. Activación de macrófagos J774A.1 por el tumor 

Durante 24, 48 y 72 horas se han analizado los cambios de expresión de 

las proteínas MR e ICAM-1 producidas por macrófagos J774A.1 en presencia 

(TA C26) o ausencia (ø) de C26-MC. Por un lado, tanto en las muestras con-

trol como en las TA C26 se ha observado un aumento de expresión tras 48 

horas de cultivo, mientras que a las 72 horas la expresión ha retornado a los 

Figura 34. Expresión de FAP e ICAM-1 por 3T3 activados por C26-MC a 24, 48 y 72 horas. 
Fotografía representativa de la expresión proteica analizada por western blot en la parte 
superior de cada gráfica. Gráfica de la cuantificación proteica respecto al control de células no 
tratadas (valor=1). La proteína constitutiva utilizada ha sido GAPDH de 33 kDa. Resultados 
presentados como la expresión media ±DE. 
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niveles iníciales. Además, dentro de esta tendencia, las muestras TA C26 han 

aumentado su expresión a lo largo del tiempo desde las primeras 24 horas 

en comparación con el control de J774A.1 sin activar. 

Por otro lado, la expresión de ICAM-1 ha seguido el mismo patrón que el 

MR, ya que ha incrementado de 24 a 48 horas y tras este tiempo ha vuelto a 

disminuir su expresión hasta valores iníciales. Sin embargo, en este caso, la 

expresión a las 24 horas de las TA C26 ha sido superior al control.   

3.2. Estudio de la activación tumoral mediada por sI-
CAM-1 sobre la capacidad migratoria de  3T3 y 
J774A.1 

Tras el estudio de la capacidad de activación tumoral sobre las líneas celu-

lares inmortalizadas y sabiendo el papel de la ICAM-1 sobre la actividad de la 

COX-2 en la migración tumoral, se ha analizado este mismo efecto en la mi-

gración de las líneas celulares 3T3 y J774A.1. 

Figura 35. Expresión de MR e ICAM-1 por J774A.1  activados por C26-MC a 24, 48 y 72 
horas. Fotografía representativa de la expresión proteica analizada por Western blot en la 
parte superior de cada gráfica. Gráfica de la cuantificación proteica respecto al control de 
células no tratadas (valor=1). La proteína constitutiva utilizada ha sido GAPDH de 33 kDa. 
Resultados presentados como la media ±DE. 
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Para este análisis se ha realizado el test de la herida, tratando durante 24 

horas las líneas celulares con C26-MC, obtenidos previamente con o sin tra-

tamiento de CLX y con o sin activación de sICAM-1, siguiendo el protocolo 

explicado anteriormente. Tras la incubación con los medios, se han procesa-

do los cultivos como se ha explicado en métodos y se ha cuantificado el por-

centaje de área de herida cerrada por las células.  

Los resultados obtenidos tanto de 3T3 como de J774A.1 han reflejado di-

ferencias significativas entre los tratamientos con diferentes C26-MC. La 

presencia de los factores solubles producidos por las células tumorales (C26-

MC) ha incrementado la capacidad migratoria con respecto al control (cultivo 

de 3T3 o J774A.1). Además, este aumento de la migración se ha visto incre-

mentado al activar con sICAM-1 a las células tumorales, generando los nive-

les más altos de la capacidad migratoria de 3T3 y J774A.1. Sin embargo, al 

igual que en las células tumorales, la inhibición de la COX-2 ha revertido el 

efecto pro-migratorio generado por las células tumorales, disminuyendo el 

porcentaje de cierre de la herida por niveles inferiores al control. Aún más, 

este efecto de la inhibición de la COX-2 también ha afectado a las células 

tumorales activadas por sICAM-1 lo que ha generado una disminución hasta 

niveles control de la capacidad migratoria de las 3T3 y J774A.1.  
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3.3. Estudio de la COX-2 producida por el tumor sobre 
las HSCs 

Tras el estudio del efecto de la COX-2 en líneas celulares inmortalizadas y 

sabiendo el papel esencial de las HSCs en el TME, siendo la población estro-

mal más abundante, se ha analizado in vitro el efecto modulador de la COX-2 

en estas células en diversos procesos involucrados en el desarrollo metastá-

sico. 

3.3.1. Estudio de la capacidad moduladora de la COX-
2 tumoral en el potencial migratorio de las HSCs 

El primer proceso metastásico in vitro analizado ha sido el estudio de la 

capacidad migratoria de HSCs mediada por la COX-2 producida tanto por 

células tumorales cómo HSCs mediante su inhibición.   

Figura 36. Efecto la COX-2 modulada por la activación tumoral por sICAM-1 en la capacidad 
migratoria de líneas celulares 3T3 y J774A.1 Ensayo de migración por test de la herida en 
líneas celulares, 3T3 (gráfica A) y J744A.1 (gráfica B) incubadas con C26-MC con cuatro trata-
mientos diferentes, control, tratados con CLX, activados con sICAM-1 o tratados con CLX y 
después activados con sICAM-1. Resultados presentados como media ±DE. *p<0.05 respecto al 
control. #p<0.05 significancia de tratamientos con CLX, respecto a no tratados con CLX. 
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Primero como muestra la figura A, se ha estudiado el efecto de la COX-2 

tumoral en la capacidad migratoria de las HSCs, a través de Transwell y tra-

tando a las células con C26-MC control u obtenidos al tratar a las células 

tumorales con CLX 20 µM durante 1 hora.  

Los resultados obtenidos han reflejado un aumento de más del doble de 

la capacidad migratoria de las HSCs al estar en contacto con los factores so-

lubles producidos por el tumor (C26-MC). Sin embargo, este incremento se 

ha reducido hasta niveles control al inhibir la COX-2 tumoral.   

Por otro lado, en la figura B, se ha estudiado el efecto tumoral sobre la 

migración de las HSCs y el papel de la COX-2 expresada por las HSCs activa-

das por el tumor en la propia capacidad migratoria de de estas células es-

tromales. Como muestra la gráfica, la capacidad migratoria de las HSCs ha 

incrementado un 50% en presencia de factores solubles producidos por el 

tumor. Sin embargo, este efecto pro-migratorio tumoral se ha revertido al 

inhibir a la COX-2 en las HSCs hasta niveles similares al control.   

Figura 37. Efecto de la inhibición de la COX-2 sobre la capacidad migratoria de las células 
HSCs mediada por la presencia de factores solubles derivados de células tumorales C26. (A) 
Migración de HSCs en Transwell de 8µm de poro  en respuesta a C26-MC control o tratado con 
CLX. (B) Migración de HSCs sin tratar o tratadas con CLX en Transwell de 8µm de poro en 
respuesta a C26-MC. Resultados presentados como media ±DE. *p<0.05 y ** p<0.01 respecto 
al control. # p<0.05 significancia de tratamientos con CLX, respecto a no tratados con CLX. 
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3.3.2 Estudio de la capacidad moduladora de la COX-2 
tumoral en el potencial angiogénico de las HSCs 

Al igual que las células tumorales juegan un papel importante en la for-

mación de nuevos vasos sanguíneos, las HSCs dentro del TME son una pieza 

clave para este proceso. Por ello, se ha analizado el potencial angiogénico de 

las HSCs modulado por la COX-2 tumoral, a través de la medición de VEGF 

por medio de la técnica ELISA. Para este análisis, los medios utilizados han 

sido: control o activado con C26-MC y dentro de cada grupo tratados o sin 

tratar con CLX 20µM y se han obtenido siguiendo el protocolo establecido.  

Como se observa en la gráfica la expresión de VEGF al activar las HSCs con 

C26-MC se ha incrementado significativamente. Este incremento se ha redu-

cido a la mitad, aproximadamente, al inhibir la COX-2, impidiendo el papel 

pro-angiogénico de las células tumorales C26 sobre las HSCs.  

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Efecto de la inhibición de la COX-2 sobre la expresión de VEGF de las células HSCs 
mediada por la presencia de factores solubles derivados de células tumorales C26. Medición 
mediante ELISA de la expresión de VEGF por las HSCs en presencia de C26 control o pre-
activadas con sICAM-1 y tratadas o no con CLX. Resultados presentados como media ±DE. 
**p<0.01 respecto al control. # p<0.05 significancia de tratamientos con CLX, respecto a no 
tratados con CLX. 

0

500

1000

1500

2000

2500

CLXø CLX

C26-MC

ø

**

#

V
E

G
F

 e
x

p
re

s
ad

o
p

o
r

H
S

C
s

 (p
g

/1
0

6
c

é
lu

la
s

) 



Resultados 

160 

 

3.3.3. Estudio del papel de la COX-2 en la inducción de 
la capacidad migratoria tumoral mediada por las 
HSCs 

Continuando con los resultados anteriores y sabiendo la importancia en-

tre la relación tumor-estroma dentro del TME, se ha analizado el papel de la 

COX-2 sobre las HSCs activadas por el tumor en la capacidad migratoria tu-

moral. Para ello se ha realizado un ensayo de migración de células tumorales 

C26 a través de Transwell en presencia o ausencia de medio condicionado de 

HSCs. Los medios utilizados han consistido en: medio de  HSCs cutivados  en 

presencia o ausencia de CLX durante 1 hora y después con medio de cultivo o 

con C26-MC.  

Los resultados han reflejado un efecto activador en la migración tumoral 

al estar en contacto con factores solubles secretados por HSCs. Este aumento 

ha sido aún más notorio cuando las HSCs han sido activadas por el tumor. Sin 

embargo, al inhibir la COX-2 en las HSCs, la migración tumoral ha disminuido 

a niveles por debajo del control tumoral incluso cuando las HSCs han estado 

en contacto con los factores solubles del tumor.  
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Figura 39. Efecto de la inhibición de la COX-2 estromal sobre la capacidad migratoria del 
tumor mediada por la activación de HSCs. Migración de C26 en cámaras de Boyden modifi-
cadas (8µm) en respuesta a MC de HSCs tratadas o sin tratar con CLX 20µM durante 1 hora 
previo a su activación por C26-MC durante 24 horas. Resultados representados como la 
media ±DE. *p<0.05 y ** p<0.01 respecto al control. # p<0.05 y ## p<0.01 significancia de 
tratamientos con CLX, respecto a no tratados con CLX. 
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4. Estudio in vivo del efecto modulador de la COX-2 
tras la activación tumoral por sICAM-1 el desarrollo 
tumoral hepático de C26  

Tras los estudios in vitro, se ha analizado el papel de la COX-2 tras la acti-

vación tumoral mediado por la sICAM-1 durante el desarrollo tumoral in vivo. 

Para ello se han utilizado ratones Balb/c inyectados con células tumorales 

C26 como se ha explicado anteriormente en métodos. Tras este proceso, se 

han obtenido cuatro grupos experimentales: grupo control, grupo CLX, grupo 

sICAM-1 y grupo sICAM-1/CLX.  

Para cada proceso experimental, se han utilizado cortes de hígado de 6 

µm de grosor. Las muestras se han teñido con hematoxilina-eosina y Rojo 

Siria para analizar la capacidad metastatica y la deposición de colágeno, res-

pectivamente. Además se ha detectado α-SMA y F4/80 a través de procesos 

inmunohistoquímicos para el análisis del reclutamiento de HSCs y KCs, res-

pectivamente. Estos cortes se han procesado de la manera adecuada a cada 

análisis y se han fotografiado a aumentos de 4X (para la capacidad metastá-

sica) y a 10X (para el resto de análisis). Las imágenes se han analizado a 

través del software FIJI-ImageJ.  

4.1. Estudio in vivo de la capacidad metastásica tumo-
ral de células C26 mediada por la COX-2 tras la acti-
vación por sICAM-1 

Los resultados observados en la gráfica B han revelado un incremento del 

área tumoral total en aquellos ratones inyectados con células tumorales 

previamente activadas por sICAM-1. Dicho incremento se ha visto reducido 

un 60% al inhibir la COX-2 tratando a los ratones con una dosis diaria de CLX. 
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Además, el grupo sICAM-1/CLX ha reducido el área metastásica aproxima-

damente un 75% con respecto al grupo de ratones sin tratar. Además, conti-

nuando con los análisis in vivo previos se ha estudiado el número de focos 

por cada rango de tamaño de focos (gráfica C) y se ha observado una dismi-

nución en los ratones tratados con CLX ya sea inyectados con células C26 

pre-activadas como con células C26 sin pre- activar con respecto al control 

en todos los grupos de tamaño.  

Figura 40. Efecto de la inhibición in vivo de la COX-2 tras la activación tumoral por sICAM-1 
en células C26 sobre la capacidad metastásica hepática. (A) Fotografías representativas a 
microscopía óptica de ratones tratados o sin tratar con una dosis diaria de CLX e inyectados 
con células C26 control o pre-activadas con sICAM-1. (B) Cuantificación del porcentaje total de 
área tumoral respecto al control (100%) y (C) media del número de focos totales del tejido. 
Resultados presentados como la media ±DE. *p< 0.05 significancia respecto al control. ## p< 
0.01 significancia entre no tratados con CLX y tratados con CLX. Barra de escala: 200 µm. 
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4.2. Estudio in vivo del reclutamiento de HSCs media-
do por la COX-2 tras la activación por sICAM-1  

Tras el estudio de la capacidad metastásica y siguiendo la línea de los an-

teriores resultados in vivo, se ha analizado el reclutamiento de HSCs a través 

de la cuantificación del porcentaje medio de α-SMA total con respecto al 

área tumoral (gráfica B), y el porcentaje medio intratumoral de α-SMA  por 

cada rango de tamaño de foco (gráfica C). 

Como se observa en la gráfica B se ha producido un incremento en los 

porcentajes  totales de α-SMA intratumoral en el grupo de ratones sICAM-1  

respecto al control. Sin embargo, dicho porcentaje se ha reducido el 75%, 

aproximadamente, al inhibir la COX-2 con dosis diarias de CLX. Además, el 

CLX también ha reducido el reclutamiento de HSCs en aquellos ratones in-

yectados con células C26 sin tratar a la mitad. De igual manera, en la gráfica 

de la derecha (gráfica C) se observa como el porcentaje de α-SMA intratumo-

ral en ratones pre-activados ha sido superior respecto al control en todos los 

rangos de tamaño. En especial, en el rango de tamaño de foco mayor de 2 

µm, donde la diferencia de porcentaje de α-SMA intratumoral entre el grupo 

control y el grupo sICAM-1 aproximadamente un 3%.  Además, tanto el gru-

po de ratones control como el grupo de ratones CLX ha mantenido su por-

centaje intratumoral por debajo del control durante todos los rangos de ta-

maño de foco.  
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Figura 41. Efecto de la inhibición in vivo de la COX-2 tras la activación tumoral por sICAM-1 
en células C26 sobre el reclutamiento de HSCs. (A) Fotografías representativas a microscopía 
óptica de ratones tratados o sin tratar con una dosis diaria de CLX e inyectados con células 
C26 control o pre-activadas con sICAM-1. (B) Cuantificación del porcentaje medio de α-SMA 
total intratumoral respecto al área tumoral y (C) media del porcentaje intratumoral de α-SMA 
en los diferentes rangos de tamaño de foco. Resultados presentados como la media ±DE. *p< 
0.05 significancia respecto al control y ## p< 0.01 significancia entre no tratados con CLX y 
tratados con CLX. Barra de escala: 100 µm. 
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4.3. Estudio in vivo de la inducción de la respuesta 
desmoplásica mediada por la COX-2 tras la activación 
por sICAM-1 

En la misma línea, tras analizar el reclutamiento de HSCs y sabiendo que 

son las principales células responsables de la respuesta desmoplásica, se ha 

analizado dicha respuesta con la tinción de Rojo Siria siguiendo el protocolo 

establecido. Los resultados se han mostrado como el porcentaje de colágeno 

intratumoral con respecto al área tumoral total (gráfica B) junto con el por-

centaje intratumoral por cada rango de tamaño de foco (gráfica C).  

Los resultados han mantenido la misma tendencia que la activación de 

HSCs, produciéndose un aumento de colágeno intratumoral en los ratones 

pre-activados con sICAM-1 con respecto al control, el cual, ha disminuido 

hasta niveles control al tratar los ratones con CLX. En cuanto a la gráfica de la 

derecha (C), se ha observado un mayor porcentaje  de colágeno intratumoral 

en todos los rangos de tamaño los ratones del grupo sICAM-1  respecto al 

control, y como al tratarlos con CLX tanto el grupo control como el grupo 

sICAM-1/CLX el porcentaje de colágeno intratumoral ha disminuido. 
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Figura 42. Efecto de la inhibición in vivo de la COX-2 tras la activación tumoral por sICAM-1 
en células C26 sobre la respuesta desmoplásica. (A) Imágenes representativas a microscopía 
óptica de ratones tratados o sin tratar con una dosis diaria de CLX e inyectados con células 
C26 control o pre-activadas con sICAM-1. (B) Cuantificación del porcentaje medio de colágeno 
intratumoral respecto al área tumoral y (C) media del porcentaje intratumoral de colágeno en 
los diferentes rangos de tamaño de foco. Resultados presentados como la media ±DE.  *p< 
0.05 respecto al control y # p< 0.05 significancia entre no tratados con CLX y tratados con CLX. 
Barra de escala: 100 µm. 
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4.4. Estudio in vivo del reclutamiento de KCs mediado 
por la COX-2 tras la activación por sICAM-1 

Por último, se ha analizado el reclutamiento de KCs. Los resultados se han 

presentado por cada grupo experimental el porcentaje intratumoral de 

F4/80 respecto al área tumoral total (gráfica B) y el porcentaje de F4/80 in-

tratumoral por cada grupo experimental en cada rango de tamaño de foco 

(gráfica C). 

Al igual que en la activación de HSCs, el porcentaje de F4/80 intratumoral 

ha disminuido en aquellos ratones inyectados con células tumorales pre-

activadas con sICAM-1, con respecto al control. Mientras que dicho aumento 

se ha visto reducido hasta niveles control al tratar diariamente a los ratones 

con CLX, en el grupo de ratones sICAM-1/CLX. Además, el tratamiento diario 

de CLX ha reducido también el porcentaje intratumoral en ratones inyecta-

dos con células C26 sin tratar. Por otro lado, en la gráfica C, los resultados 

muestran como el porcentaje de marca intratumoral de F4/80 se ha incre-

mentado en el grupo sICAM-1 con respecto al control en todos los rangos de 

tamaño. Además, tanto en el grupo de ratones CLX como el grupo sICAM-

1/CLX el porcentaje intratumoral ha sido inferior al control en todos los ran-

gos de tamaño, a excepción del grupo sICAM-1/CLX en el tamaño de foco de 

0.6-2 donde el porcentaje intratumoral de F4/80 es ligeramente superior al 

control.  
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Figura 43. Efecto de la inhibición in vivo de la COX-2 tras la activación tumoral por sICAM-1 
en células C26 sobre el reclutamiento de KCs. (A) Imágenes representativas a microscopía 
óptica de ratones tratados o sin tratar con una dosis diaria de CLX e inyectados con células 
C26 control o pre-activadas con sICAM-1. (B) Cuantificación del porcentaje de F4/80 intratu-
moral respecto al área tumoral en los distintos tratamientos y (C) media del porcentaje intra-
tumoral de F4/80 en los diferentes rangos de tamaño de foco. Resultados presentados como 
la media ±DE. *p< 0.05 respecto al control ## p< 0.01 significancia entre no tratados con CLX y 
tratados con CLX. Barra de escala: 100 µm. 
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5. Estudio in vivo del papel del MR endotelial en el de-
sarrollo tumoral hepático de C26 

Por último, en base a estudios anteriores, la sobre-expresión de ICAM-1 y 

la activación de la COX-2 incrementa la expresión del MR endotelial, la cual 

favorece el escape del sistema inmune durante la infiltración tumoral hepáti-

ca (80). Sin embargo, poco se sabe de su papel in vivo sobre las poblaciones 

no tumorales. Por ello se ha estudiado a través de un modelo  in vivo como el 

bloqueo parcial de este receptor influye en la capacidad metastásica de las 

células tumorales y en la formación del TME.  Para ello se ha realizado el 

bloqueo como se ha explicado anteriormente en métodos y se han obtenido  

dos grupos experimentales: grupo control y grupo MR-. Sobre los hígados 

extraídos se han realizado cortes de 6 µm de grosor y se han teñido con 

hematoxilina-eosina y Rojo Siria, para analizar la capacidad metastásica tu-

moral y la respuesta desmoplásica, respectivamente. Además, siguiendo la 

línea de estudio, se han realizado dos análisis inmunohistoquímico para ob-

servar por un lado el reclutamiento de HSCs por marcaje de α-SMA y por 

otro lado de KCs por marcaje de F4/80. Todos los cortes se han procesado de 

la manera adecuada para cada análisis y se han fotografiado a aumentos de 

4X (para la capacidad metastásica) y a 10X (para el resto de procesos expe-

rimentales). Las imágenes se han analizado a través del software FIJI-ImageJ.  

5.1. Estudio del papel del MR endotelial en la capa-
cidad metastásica tumoral de C26  

Los resultados obtenidos se han reflejado siguiendo el mismo patrón que 

en análisis anteriores, el porcentaje de  área tumoral  total con respecto al 
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área total del hígado (gráfica B) y el número de focos en función de los cua-

tro rangos de tamaño de foco establecidos (gráfica C).  

Estos resultados han reflejado una disminución del área tumoral total de 

más del 50% al en los ratones MR- respecto al grupo control. Aunque en la 

gráfica C, en el tamaño de 0-0.2 µm hay un mayor número medio de focos en 

el grupo MR-, en el resto de tamaño de focos el número medio es inferior al 

grupo control.  

 
Figura 44. Efecto del bloqueo in vivo del MR endotelial sobre la capacidad metastásica hepá-
tica de células tumorales C26. (A) Fotografías representativas a microscopía óptica de ratones 
control o ratones MR-. (B) Cuantificación del porcentaje de área tumoral respecto al control 
(100%) y (C) media del número de focos totales del tejido. Resultados representados como la 
media ±DE. ***p< 0.001 respecto al control. Barra de escala: 200µm. 
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5.2. Estudio del papel del MR endotelial en el reclu-
tamiento de HSCs 

Como en análisis anteriores, se ha analizado el reclutamiento de HSCs y 

los resultados se han presentado como, el porcentaje de α-SMA intratumoral 

respecto al área tumoral total (gráfica B) y el porcentaje intratumoral de α-

SMA por cada rango de tamaño de foco (gráfica C). El reclutamiento de HSCs 

ha disminuido un 6% al bloquear el MR en los ratones. Esta disminución de 

porcentaje intratumoral de α-SMA se ha mantenido en todos los rangos de 

tamaño de foco (gráfica C). 

 
Figura 45. Efecto del bloqueo in vivo del MR endotelial sobre el reclutamiento de HSCs. (A) 
Fotografías representativas a microscopía óptica de ratones control o MR-. (B) Cuantificación 
del porcentaje medio de α-SMA inrtatumoral total respecto al área tumoral y (C) media del 
porcentaje intratumoral de α-SMA por cada rango de tamaño de foco. Resultados representa-
dos como la media ±DE  **p< 0.01. Barra de escala: 100µm. 

0

5

10

15

A

B C

ø MR-

MR-ø

%
 A

S
M

A
 in

tr
a

tu
m

o
ra

l/
á

re
a

 tu
m

o
ra

l

M
e

d
ia

 %
 A

S
M

A
in

tr
a

tu
m

o
ra

l

**

0

5

10

15

20
MR

20


MR

0-0.2 0.2-0.6 0.6-2 >2

Tamañofocos (µm)



Resultados 

174 

 

5.3. Estudio del papel del MR endotelial en la induc-
ción de la respuesta desmoplásica 

Siguiendo con los resultados analizados previamente, tras el estudio de la 

activación de las HSCs se ha estudiado la respuesta desmoplásica. Los resul-

tados se han mostrado como el porcentaje de colágeno intratumoral  con 

respecto al área tumoral total (gráfica B) junto con el porcentaje intratumo-

ral por cada rango de tamaño de foco (gráfica C). 

Los resultados han reflejado una disminución del porcentaje de colágeno 

intratumoral al silenciar el MR endotelial en los ratones, tanto en el porcen-

taje total intratumoral como en cada uno de los rangos de tamaño, a excep-

ción del rango de tamaño de 0.6-2 µm donde el porcentaje de grupo control 

ha disminuido respecto al grupo MR-.  
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5.4. Estudio del papel del MR endotelial en el reclu-
tamiento de KCs 

Por último, se ha estudiado el papel del MR en el reclutamiento de KCs 

cuantificando el porcentaje intratumoral de F4/80 por área tumoral total 

(gráfica B) y el porcentaje de F4/80 intratumoral por cada rango de tamaño 

de foco (gráfica C), a través del software FIJI-ImageJ™ 

. Estos resultados han mantenido la misma tendencia que el reclutamien-

to de HSCs, ya que se ha producido una reducción en el porcentaje medio 

 
Figura 46. Efecto del bloqueo in vivo del MR endotelial sobre la respuesta desmoplásica. (A) 
Imágenes representativas a microscopía óptica de ratones control o MR-. (B) Cuantificación 
del porcentaje medio de colágeno intratumoral total  respecto al área tumoral y (C) media del 
porcentaje intratumoral de colágeno en los diferentes rangos de tamaño de foco. Resultados 
presentados como la media ±DE.  ***p< 0.005 respecto al control. Barra de escala: 100 µm. 
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intratumoral de F4/80 en ratones MR-, tanto en porcentajes totales (gráfica 

B) como en porcentajes en función de cada rango de tamaño de foco (gráfica 

C).  
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Figura 47. Efecto del bloqueo in vivo del MR endotelial sobre el reclutamiento de 
KCs. (A) Fotografías representativas a microscopía óptica de ratones control o MR-. 
(B) Cuantificación del porcentaje medio de F4/80 inrtatumoral total respecto al área 
tumoral y (C) media del porcentaje intratumoral de F4/80 por cada rango de tamaño 
de foco. Resultados representados como la media ±DE *p< 0.05. Barra de escala: 100 
µm 
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El cáncer colorrectal (CCR) sigue siendo, a día de hoy, el tercer tipo de 

cáncer más común en todo el mundo, según datos de la fundación mundial 

de la investigación frente al cáncer (WCRF, del inglés World Cancer Research 

Fundation). El principal órgano de metástasis por CCR es el hígado, debido a 

su cercanía con el colon, una gran irrigación y un constante estado de inmu-

notolerancia evitando así una inflamación crónica (171). Entre el 25-30% de 

los pacientes diagnosticados con CCR desarrollan metástasis hepáticas du-

rante el curso de la enfermedad, siendo la principal causa de muerte (14) ya 

que solo un 25% de estas metástasis son operables (172).  

Una vez las células tumorales llegan a los sinusoides hepáticos, ruedan 

sobre su pared, a través de uniones de baja afinidad, por medio de selectinas 

expresadas por las LSCEs (173). Después, a través de integrinas y moléculas 

de adhesión se genera una unión mucho más estable (174), activando la ex-

presión de factores que facilitan la transmigración, principalmente de tipo 

transcelular (54). Posteriormente, en el interior del parénquima hepático, el 

tumor inicia una remodelación del microambiente ayudado por el recluta-

miento de poblaciones celulares del hospedador, tales como fibroblastos y 

macrófagos (175). Este reclutamiento junto con la formación de un ambiente 

inflamatorio (79) y fibrótico (176), favorece la colonización completa del 

hígado.  

Según los resultados obtenidos por Benedicto A et al. la interacción entre 

la ICAM-1 endotelial y la LFA-1 tumoral favorece la infiltración de las células 

tumorales C26 al hígado y el desarrollo tumoral a través de múltiples proce-

sos (78,105). Además, esta interacción desencadena una respuesta inflama-

toria y una estado inmunotolerante local mediado por la actividad de la COX-

2 y el MR (80). Sin embargo, hasta el momento no se ha analizado en pro-
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fundidad el papel de esta interacción en el reclutamiento de KCs y HSCs, 

junto con la modulación de la respuesta desmoplásica, generada principal-

mente por HSCs activadas (121). 

En consecuencia, este trabajo se ha centrado en aclarar el papel de la 

ICAM-1 endotelial, la COX-2 y el MR endotelial sobre las poblaciones hepáti-

cas, HSCs y KCs, durante el desarrollo tumoral, para generar una visión más 

global y llegar a establecer nuevas vías de actuación frente a la metástasis 

hepática por CCR.  

En 1999, Fujisaki et al. observaron por primera vez en células de CCR la 

expresión de LFA-1 (177). Años después, Arteta B. en su tesis doctoral (2001), 

no solo observó que las C26 expresaban LFA-1 sino que esta integrina era 

capaz de unirse a la ICAM-1 endotelial (178). Posteriormente, Benedicto A. 

en su tesis doctoral (2014) estudió esta interacción en las primeras fases del 

desarrollo metastásico, por medio de estudios con una línea tumoral defi-

ciente de la subunidad β2 de la LFA-1 (179).  

En base a estos resultados, se ha estudiado in vivo el papel de la interac-

ción ICAM-1/LFA-1 en el desarrollo metastásico hepático. Para ello se ha 

estudiado tanto la sub-unidad αL del LFA-1 y como la ICAM-1 endotelial. La 

capacidad metastásica tumoral de las células C26 se ha reducido tras el blo-

queo en las células C26 la sub-unidad αL. Esta disminución metastásica se ha 

reflejado tanto en el área ocupada por el tumor como en el número medio 

de focos a diferentes rangos de tamaño. Este resultado obtenido concuerda 

con resultados previos en la tesis doctoral de Benedicto, A. donde se observó 

la reducción de la capacidad metastásica de las células C26 deficientes para 

la otra sub-unidad de la integrina LFA-1, la β2 (179).  
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Además, la capacidad metastásica tumoral, tanto en el área ocupada por 

el tumor como en el número de focos medio, se ha incrementado al pre-

activar las células C26 con sICAM1, debido a que su presencia genera un 

aumento en la expresión de la ICAM-1 endotelial (78). Este resultado podría 

estar relacionado con lo observado por Schellerer V.S et al. en su estudio, en 

el cual demostró que un aumento en la expresión de sICAM-1 está relacio-

nado con un TME pro-inflamatorio en pacientes de CCR (180). Además, otro 

estudio llevado a cabo por Valcárcel M et al. reveló que esta activación por 

sICAM-1 también favorece la respuesta pro-inflamatoria y angiogénica, tras 

incrementar la expresión de COX-2 y con ella el incremento de citoquinas y 

factores de crecimiento (181). 

La implicación de la ICAM-1 endotelial en la modulación del desarrollo 

metastásico hepático se ha observado in vivo por medio del silenciamiento 

parcial de dicha molécula. Este silenciamiento ha reducido la capacidad me-

tastásica de las células tumorales C26, al disminuir tanto el área total ocupa-

da por el tumor como el número medio de focos en el tejido hepático. Estos 

resultados se correlacionan con los observados en 2008 por Dianzani C et al. 

en donde demostró que la inhibición de expresión de VCAM-1 e ICAM-1 re-

dujo la capacidad de adhesión de las células tumorales HT29 al endotelio 

(182). Además, también están relacionados con resultados previos en nues-

tro grupo observados por Arteta B en su tesis doctoral (178) y Benedicto A et 

al. (78,105).  

Como hemos comentado anteriormente, durante las primeras fases del 

desarrollo metastásico se produce una reacción inflamatoria e inmunotole-

rante directamente relacionada con la expresión de ICAM-1 hepática (67) 

junto con la interacción entre células tumorales y LSECs. Sin embargo, duran-

te la colonización del hígado, las poblaciones residentes hepáticas como 
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HSCs y KCs activadas juegan un papel clave junto con las células tumorales en 

la formación del TME.  

En concreto en el hígado, las KCs juegan un papel dual en la progresión 

metastásica ya que pueden actuar de manera pro-tumoral o anti-tumoral 

(183) y polarizarse hacia un fenotipo M1 o M2 (184). En cuanto al papel pro-

tumoral, las KCs activadas por el tumor participan en la generación de una 

cascada pro-inflamatoria, incrementando la expresión de TNF-α e IL-1β que 

activa la expresión de VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina, favoreciendo la ad-

hesión y extravasación tumoral (79). Además, esta cascada pro-inflamatoria 

favorece la polarización de las KCs hacia un fenotipo M2 (185), el fenotipo 

más común de macrófagos presentes en el TME y englobados dentro del 

grupo de los TAMs (186). 

Otra de las poblaciones hepáticas implicadas en el desarrollo tumoral son 

las HSCs, siendo las primeras en ser reclutadas al interior del TME tras la 

transmigración endotelial. Estas HSCs, son activadas hacia un fenotipo CAF 

(187) junto con fibroblastos circulantes reclutados (188,189). Para la activa-

ción en CAFs es necesario cambios en la expresión de factores solubles y en 

la ECM (190). Estos cambios conllevan un incremento de la capacidad invasi-

va y crecimiento tumoral, una disminución de la respuesta inmune hacia el 

tumor y un cambio en el estado metabólico tumoral, favoreciendo su desa-

rrollo (191). Además, tal y como observaron Olaso E et al. en su modelo de 

metástasis hepática de melanoma, las HSCs fueron reclutadas para propor-

cionar una base estable para el proceso angiogénico al facilitar el recluta-

miento de las células endoteliales angiogénicas (192).  
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Las HSCs junto con las KCs también incrementan la expresión de factores 

solubles que van a contribuir a la remodelación de la ECM hacia un estado 

más fibrótico (11) y así facilitar la progresión tumoral y la angiogénesis (193).   

Por todo ello, en los últimos años múltiples estudios se han centrado en el 

estudio de las vías y moléculas que activan a las poblaciones celulares del 

hígado, concretamente, HSCs y KCs (194,195) durante la formación del TME y 

el desarrollo tumoral (196,197). 

Para el análisis in vivo del reclutamiento de HSCs, se ha realizado la técni-

ca de inmunohistoquimica para α-SMA (31,30), mientras que para el análisis 

del reclutamiento de KCs se ha llevado a cabo mediante la técnica de inmu-

nohistoquimica para F4/80 (199,200). Tanto en el bloqueo de la sub-unidad 

αL del LFA-1 tumoral como en el silenciamiento parcial de la ICAM-1 endote-

lial, el reclutamiento de HSCs y de KCs ha disminuido, de igual manera en el 

porcentaje medio total intratumoral, como en el porcentaje medio intratu-

moral a diferentes tamaños de foco. Además, al pre-activar a las células tu-

morales C26 con sICAM-1 en el estudio in vivo de la sub-unidad αL el reclu-

tamiento de HSCs y KCs ha incrementado significativamente tanto el porcen-

taje global como a diferentes tamaños de foco.  

Estos resultados, los obtenidos del bloqueo de la sub-unidad αL de la LFA-

1 tumoral y del silenciamiento parcial de la ICAM-1 endotelial, fortalecen la 

idea de que la interacción ICAM-1/LFA-1 está implicada en la capacidad me-

tastatica tumoral, afectando a diferentes procesos durante el desarrollo tu-

moral hepático, entre ellos la formación de un TME pro-tumoral. 

A pesar de estos resultados anteriores, varios estudios asocian una mejor 

prognosis de la enfermedad a una mayor expresión de ICAM-1. Maeda K et 
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al. demostraron en pacientes de CCR con tumores primarios una mejor 

prognosis en aquellos con una alta expresión de ICAM-1 (201). Además, Ta-

chimori A et al. observaron que la presencia de ICAM-1 en tumores redujo la 

capacidad metastásica en el hígado de las células CCR, a través de la activa-

ción de los linfocitos T citotóxicos o las células NK (202). Por último, el estu-

dio de Yang M et al. determinó que la deficiencia de la ICAM-1 se asocia con 

una mayor infiltración de los macrófagos al TME junto con la diferenciación 

hacia TAMs y con una peor prognosis de la enfermedad (203). Sin embargo, 

estos estudios están analizaron la ICAM-1 tumoral, el primero en el tejido 

hepático (201) y el segundo en línea tumoral inmortalizada LM-H3 (202), 

mientras que nuestros resultados se centran en la ICAM-1 endotelial. Por 

otro lado, el estudio de Yang M et al. fue realizado en ratones deficientes 

para la ICAM-1, mientras que nuestros resultados se han realizado en rato-

nes silenciados parcialmente para la ICAM-1 endotelial. Estos resultados 

indican un doble papel de la ICAM-1 en el desarrollo tumoral, por lo que 

sería necesario un estudio en profundidad para conocer su correcta implica-

ción en este proceso. 

En la formación del TME, uno de los aspectos clave es la formación de un 

estado pro-inflamatorio. En este escenario, la COX-2 posee un papel esencial 

en su formación. Diferentes estudios demostraron que la actividad de esta 

enzima aumenta en las células tumorales de colon tanto durante la lesión 

primaria como en la metástasis hepática (154,204). Además, estudios previos 

de nuestro grupo, determinaron que la COX-2 es activada tras la interacción 

ICAM-1/LFA-1, reflejándose en un aumento de la producción de PGE2 que 

estimula la secreción de IL-1β por las LSECs. Este proceso desencadena un 

aumento de la expresión de ICAM-1 que favorece la adhesión y transmigra-

ción de las células tumorales circulantes (80). La expresión de la ICAM-1 for-

ma un circuito de retroalimentación positiva con la expresión de la COX-2, 
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manteniendo la activación de las poblaciones presentes en los sinusoides y 

favoreciendo a la creación de un ambiente pro-inflamatorio y pro-

angiogénico (80,181). 

Sin embargo, la inhibición de la actividad de la COX-2 por medio del CLX, 

uno de los inhibidores específicos más utilizado debido a su alta especificidad 

(205–207), reduce el desarrollo tumoral en varios tipos de cáncer, entre ellos 

el CCR (208), cáncer de pulmón (209), de mama (210), de próstata (211) y 

hepático (212), a diferentes niveles de actuación. Nuestros resultados in vitro 

utilizando células tumorales C26 han demostrado que tanto la actividad de la 

COX-2 como la producción de PGE2 disminuyen en presencia del CLX, un re-

sultado esperable debido al papel limitante de la COX-2 en la producción de 

esta molécula (213,214). Por otro lado, también han revelado el papel acti-

vador inflamatorio de la sICAM-1 sobre las células tumorales, incrementando 

la actividad de COX-2 y la expresión de PGE2. Estos resultados refuerzan la 

idea que Arteta B et al. expuso en su trabajo, en la relación entre la expre-

sión de ICAM-1 y la COX-2 (80). Además, según determinó en su estudio Seok 

SM et al. la COX-2 modulada a través de la activación de la vía p38/MAPK es 

capaz de inducir la expresión de la ICAM-1 en las células del endotelio vascu-

lar en el cerebro, facilitando la formación de una respuesta inflamatoria 

(184). 

Según Hanahan y Weinberg en su estudio sobre los sellos del cáncer, las 

células tumorales adquieren seis capacidades durante el desarrollo metastá-

sico. Entre ellas se encuentran, la capacidad proliferativa, la capacidad migra-

toria y la capacidad de inducir una respuesta angiogénica (215). La capacidad 

proliferativa de las células tumorales es esencial durante las primeras fases 

del desarrollo tumoral, ya que las células han de hacer crecer el tamaño del 

tumor y así aumentar la secreción de factores dentro del TME (43). Además, 
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la capacidad migratoria es imprescindible para la invasión tumoral y por lo 

tanto el desarrollo tumoral (217). La activación por la sICAM-1 sobre las célu-

las tumorales C26 ha activado su capacidad proliferativa y migratoria. Sin 

embargo, este aumento de la capacidad proliferativa y migratoria se ha visto 

inhibido por la acción del CLX (218–220). Según Sonoshita M et al. esto pue-

de ser debido a que la COX-2 activa la vía de señalización PI3K/Akt a través 

del receptor de prostaglandina E4, lo que estimula la proliferación y la moti-

lidad de las células de CCR (221). Además, para que las células tumorales  

proliferen y migren es necesaria la  degradación de la ECM (222,223). Para 

ello, las células tumorales expresan MMPs, que va a degradar el colágeno 

tipo IV (224,225). Al igual que resultados anteriores, la activación de las célu-

las tumorales C26 con sICAM-1 ha incrementado la expresión de MMP-2 

mientras que la inhibición de la COX-2 la ha disminuido. Estos resultados se 

correlacionan con los observados por Leung E et al. donde determinó que la 

expresión de MMP-2 disminuye al tratar a las células tumorales de CCR con 

otro inhibidor específico de la COX-2, NS398, mientras que incrementa su 

expresión en presencia de PGE2 (226), por lo que la expresión de MMP-2 

podría estar en parte modulada por la activación de la COX-2.  

Por último, se ha analizado la capacidad de inducción de una respuesta 

angiogenica. En este proceso, el VEGF ha demostrado ser una molécula clave 

que se encuentra sobre-expresada en el TME (228,229). La PGE2 es, entre 

otros factores, responsable de este incremento en los niveles de dicho factor 

(230).Dentro de este TME, las células tumorales expresan VEGF y sus niveles 

se han incrementado tras la activación tumoral por la sICAM-1. Este aumento 

ha sido impedido por la inhibición de la COX-2, lo que nos podría indicar que 

una parte de la producción de VEGF está modulada por la actividad de COX-2 

(51). Esta modulación, según Hu Het al. en su estudio sobre el adenocarci-

noma pancreático ductal, podría estar generada a través de la activación de 
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los receptores EGFR, que activan la vía p38-MAPk, que a su vez activa el fac-

tor de transcripción Sp1 y este la expresión de COX-2 y de VEGF (227).  

Estos resultados obtenidos han revelado que la interacción ICAM-1/LFA-1 

podría ser la responsable de activar la capacidad proliferativa, migratoria y 

angiogénica del tumor, así como la degradación de la ECM, mediada por un 

aumento en la expresión de ICAM-1 que modula la actividad de la COX-2. 

Como se ha indicado anteriormente, el TME está formado por células tu-

morales y estromales activadas. Pero para que las poblaciones estromales se 

activen es precisa la presencia de factores solubles derivados del tumor. En 

los resultados obtenidos, la presencia de factores solubles expresados por las 

células tumorales C26 ha activado a los fibroblastos hacia un fenotipo de 

CAFs al aumentar la expresión de ICAM-1(228–231) y FAP (232–234), dos 

proteínas que incrementan su expresión en el proceso de activación (123). 

Además, esta presencia de factores solubles también ha afectado a los 

macrófagos y su activación a TAMs aumentando la expresión del MR 

(235,236) y de ICAM-1 (237). Tras su activación, estas células estromales han 

adquirido propiedades pro-migratorias que han favorecido su reclutamiento 

a los focos tumorales incipientes en respuesta a los factores solubles expre-

sados por las células tumorales (238,239). Este incremento de las capacida-

des migratorias ha sido aún mayor cuando las células han sido pre-activadas 

con sICAM-1, mientras que la inhibición de la COX-2 tumoral ha disminuido la 

capacidad migratoria de las células estromales. Estos resultados sugieren que 

el descenso de PGE2 en el tumor, disminuye la producción de mediadores 

inflamatorios en el TME. Además, dio descenso, es capaz de disminuir la 

expresión de otros factores quimiotácticos que activan vías para potenciar la 

migración estromal, mientras que la ICAM-1, al incrementar la actividad de 

COX-2 y la producción de PGE2 permite una mayor expresión de estos facto-
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res quimiotácticos que incrementan la capacidad migratoria. En cuanto a la 

migración de los TAMs, está podría estar en parte mediada por la PGE2 que a 

través del receptor EP4 activa la producción de CSF-1, que a su vez, activa la 

vía ERK1/2. Por otro lado, los CAFs, a través del mismo receptor EP4, activan 

la vía STAT3 y el eje CXCL12/CXCR4 que activa su migración (240). 

En base a estos resultados y sabiendo que a) los fibroblastos conforman la 

principal población no tumoral del TME (191), b) los CAFs son los principales 

productores de COX-2 en el TME (241) y c) existe una correlación entre una 

mayor expresión de COX-2 con el número de CAFs en otros tipos de cáncer 

como el de mama (242), se ha analizado in vitro el papel de la COX-2 en la 

capacidad migratoria y angiogénica de las HSCs. 

La migración de esta población hepática, como era de esperar sigue la 

tendencia mostrada en resultados previos, ya que ha incrementado en pre-

sencia a los factores solubles expresados por las células tumorales mientras 

que ha disminuido tras la inhibición de la COX-2. Según el estudio de Failli P 

et al. esta migración podría estar condicionada a la expresión de PDGF mo-

dulada por la expresión de PGE2 que, a su vez, es inducida por la activación 

de la COX-2 (243). Además, la interacción tumor-estroma es esencial en el 

desarrollo tumoral (26,85) y es bidireccional, es decir, los factores solubles 

tumorales afectan a las HSCs y los factores solubles de las HSCs modulan al 

tumor (245). Nuestros resultados han revelado que la migración tumoral de 

C26 ha aumentado tras estar en contacto con los factores solubles secreta-

dos por las HSCs, favoreciendo la invasión más tardía de células tumorales 

presentes en la circulación tras su liberación continua del tumor primario. 

Aún más, la inhibición de la COX-2 en las HSCs ha reducido su potencial mi-

gratorio inducido por las células tumorales. Este potencial migratorio, podría 

estar mediado por una disminución de la expresión de TNF-α derivado de las 
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HSCs, reduciendo el potencial migratorio e invasivo de las células tumorales 

(246). Por último, la inhibición de la COX-2 en el tumor, se ha correlacionado 

con una disminución en la capacidad estimuladora tumoral sobre la produc-

ción de VEGF por las HSCs. Es decir, los factores solubles derivados del tu-

mor, capaces de activar a las HSCs, dependen de la activación de la COX-2. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los estudios de KatohH et 

al. y Zhao Y et al. donde observaron que la sobre-expresión de COX-2 activa 

la expresión de VEGF a través de la interacción CXCL12/CXCR4 (247) y de la 

vía de señalización p44/42 MAP(248). 

Todos estos resultados se han visto reforzados por los resultados in vivo 

donde la inhibición de la COX-2 ha disminuido la capacidad metastásica tu-

moral de las células C26, tanto en el total de área de tejido ocupado por el 

tumor como en el número medio de focos a diferentes rangos de tamaño. 

Estos resultados se correlacionan con lo observado previamente para otros 

inhibidores de la COX-2, como el Etodolac (249) y el NS-398 (250), los cuales 

fueron capaces de reducir la metástasis hepática por células de cáncer de 

colon. Además, la activación con sICAM-1 de las células tumorales C26 inocu-

ladas ha incrementado la capacidad metastásica tumoral reflejada en el área 

total tumoral y en el número medio de focos de distintos tamaños. Sin em-

bargo, este efecto activador sobre el tumor ha sido revertido al inhibir la 

COX-2. Junto con la capacidad metastásica tumoral, la activación de las célu-

las C26 con sICAM-1 ha aumentado el reclutamiento de HSCs y KCs, tanto el 

total como en los diferentes rangos de tamaño de foco, mientras que la in-

hibición de la COX-2 ha sido capaz de reducirlo, siguiendo la misma tenden-

cia que lo observado en resultados previos. Estos resultados están relaciona-

dos con las conclusiones obtenidas de los estudios en hepatocarcinoma de 

Hung WH et al. y de Xu Y et al. donde las HSCs poseen un papel inmunosu-

presor dentro del TME que favorece el desarrollo tumoral (251) y a que mo-
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dulan la expresión de PGE2 mediada por la actividad de la COX-2, promo-

viendo el desarrollo tumoral al reducir la respuesta inmune (252). Además, 

según lo observado por Dianzani C et al. el CLX redujo la expresión de ICAM-1 

modulando la adhesión de las células tumorales de colon HT29 al endotelio 

(182). 

El reclutamiento de HSCs y KCs tiene un efecto directo en la modulación 

de la respuesta desmoplásica durante el desarrollo tumoral. En el hígado, las 

HSCs se caracterizan por ser las principales productoras de colágeno en esta-

dos fibróticos (253). Por ello, a través de la tinción de Rojo Siria se ha anali-

zado la respuesta desmoplásica (215), la cual está relacionada con una peor 

prognosis de la metástasis hepática (122). 

De acuerdo con este papel, el mayor reclutamiento de HSCs promovido 

por la activación de la sICAM-1 sobre el tumor, se ha correlacionado con un 

aumento en el desarrollo del estado desmoplásico. Además, en los resulta-

dos donde se ha observado una disminución del reclutamiento de HSCs, tan-

to en el bloqueo de la sub-unidad αL del LFA, como en el silenciamiento par-

cial de la ICAM-1 endotelial y tras la inhibición de la COX-2, se relaciona con 

una menor deposición de colágeno durante la colonización tumoral del híga-

do.  

Por último, tal y como observaron Arteta B et al. la sobre-expresión de 

ICAM-1 y la activación de la COX-2 incrementa la expresión del MR endote-

lial. Esto reduce la respuesta inmune hacia el tumor, favoreciendo el desarro-

llo tumoral (80). Aun cuando el MR se ha identificado típicamente en macró-

fagos, en el hígado el receptor muestra una mayor actividad funcional en las 

LSEC (254–256). Además, teniendo en cuenta que en el hígado hay una ma-

yor presencia de endoteliales que de macrófagos y en base a resultados pre-
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vios, se ha analizado in vivo el papel del silenciamiento del MR endotelial a 

través de un anticuerpo anti-MR 

Los resultados han reflejado una disminución en la capacidad metastásica 

tumoral de las células C26 tras la neutralización del MR. Esta disminución 

podría estar mediada por una disminución de IL-1β, al reducir el MR según lo 

observado por Mendoza L et al. en la metástasis hepática por células de me-

lanoma (257) y por Arteta B et al. (80)en células de cáncer de colon En cuan-

to al reclutamiento de las poblaciones estromales hepáticas por el tumor, 

tanto HSCs como KCs, también ha disminuido tras el bloqueo del MR endote-

lial. Estos resultados apoyan un papel de este receptor en diferentes etapas 

de la progresión tumoral. Además, el MR tiene la capacidad de actuar como 

receptor de las cadenas α de colágeno desnaturalizado(258,259), por lo que 

se ha sugerido su participación en actividades profibróticas en el hígado. En 

el presente trabajo, se ha demostrado un reducción de la respuesta des-

moplásica tras el bloqueo del MR endotelial lo cual se correlaciona, además, 

con la disminución del reclutamiento de HSCs en el tumor. Estos resultados 

no solo refuerzan la idea propuesta por Arteta B et al. de que el MR endote-

lial media el desarrollo tumoral en metástasis hepática, al disminuir la res-

puesta inmune antitumoral (80) sino también al modular el reclutamiento de 

poblaciones estromales hepáticas y circulantes así como la formación de un 

TME fibrótico.  

Teniendo en cuenta todo lo anterior se podría postular que la interacción 

entre la LFA-1 tumoral y la ICAM-1 endotelial no solo condiciona el desarrollo 

metastásico en el hígado en las primeras fases como la adhesión y la trans-

migración. Esta interacción también modula la capacidad proliferativa y mi-

gratoria de las células tumorales además de influir en el reclutamiento y acti-

vación estromal, que promueve la formación de un TME favorecedor del 
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desarrollo hepático tumoral. La interacción LFA-1/ICAM-1 induce una mayor 

actividad de la COX-2 confiriendo al TME un estado pro-inflamatorio y pro-

angiogénico. En este contexto, el aumento de la actividad del MR endotelial 

modula el establecimiento de un estado fibrogénico ayudando aún más a la 

progresión tumoral. Por todo ello, se podría establecer tanto a la interacción 

ICAM-1/LFA-1, la COX-2 y el MR como posibles dianas terapéuticas para la 

reducción de la metástasis hepática por CCR. 
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1. La interacción de la ICAM-1 con la subunidad αL de la integrina LFA-1 

modula in vivo el desarrollo tumoral hepático de las células de carcinoma 

murino C26, favoreciendo el reclutamiento de poblaciones residentes hepá-

ticas, tales como HSCs y KCs, así como la formación de una matriz fibrótica 

mediado por el incremento de la respuesta desmoplásica.  

2. El silenciamiento in vivo de la ICAM-1 endotelial reduce el desarrollo 

tumoral hepático producido por las células tumorales C26 al mediar el reclu-

tamiento de las poblaciones residentes hepáticas, HSCs y KCs, junto con una 

disminución de la respuesta desmoplásica reduciendo la formación de una 

matriz fibrótica .  

3. La activación tumoral por sICAM-1 in vitro favorece la generación de 

una respuesta inflamatoria y angiogénica así como la formación de un TME 

pro-tumoral mediante la modulación de la COX-2 tumoral y estromal durante 

el desarrollo tumoral hepático.  

4. La COX-2 activada por la sICAM-1 en el tumor favorece el desarrollo 

tumoral hepático de las células tumorales C26, activando el reclutamiento de 

las poblaciones hepáticas residentes, HSCs y KCs, así como la creación de un 

microambiente fibrogénico a través del aumento de la respuesta desmoplá-

sica in vivo.  

5. El bloqueo del MR in vivo reduce la capacidad metastásica tumoral de 

las células C26 y modula el reclutamiento de las poblaciones hepáticas es-

tromales, HSCs y KCs junto con una disminución en la respuesta desmoplási-

ca, evitando la formación de un microambiente fibrogénico. 
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