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NKG2D: natural killer group 2D 

NF1: neurofibromina 

NF-κβ: factor nuclear potenciador de la 
cadena ligera kappa de células B 
activadas 

NHEJ: sistema de unión de extremos 
no homólogos 

NO: óxido nítrico 

Noxa: activador de la NADPH oxidasa 

NRAS: neuroblastoma ras viral 
oncogene homolog 

OC-2: onecut 2 

OCR: tasa de consumo de oxígeno 

OS: supervivencia general 

OxPhos: fosforilación oxidativa  

p14ARF: alternative reading frame p14 

p15INK4b: inhibidor B de CDK4  

p16INK4a: inhibidor A de CDK4  

p21CIP1: CDK-interacting protein 1 

p27KIP1: inhibidor de CDKN1B 

PAGE: electroforesis en gel de 
poliacrilamida 

PAM: motivo adyacente 
protoespaciador (secuencia de 
reconocimiento) 

PanIN: neoplasia intraepitelial 
pancreática 

PARP: polimerasa de poli-(ADP-ribosa) 

PAX3: paired box 3 

PBS: tampón fosfato salino 

PBS-T: PBS al 0,05% (v/v) de     
Tween-20 

PCR: reacción en cadena de la 
polimerasa 

PD-1: proteína 1 de muerte celular 
programada 

PDAC: adenocarcinoma ductal 
pancreático  

PDH: piruvato deshidrogenasaPKA: 
proteína quinasa A 
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PD-L1: ligando 1 de muerte 
programada 

PD-L2: ligando 2 de muerte 
programada 

PER: tasa de salida de protones 

PET: tomografía de emisión de 
positrones 

PGC1α: peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 
1-alpha 

PI3P: fosfatidilinositol 3-fosfato 

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa  

PIP2: fosfatidilinositol-4,5-difosfato 

PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 

PKA: proteína quinasa A 

PKC: proteína quinasa C 

PLC: fosfolipasa C 

PMEL17: proteína premelanosoma 

POMC: proopiomelanocortina 

PP2A: proteína fosfatasa 2A 

pRB: proteína del retinoblastoma 

PRMTs: metiltransferasas de proteínas 

PTEN: homólogo de fosfatasa y tensina 

PTM: modificación post-traduccional 

Puma: modulador de apoptosis 
regulado positivamente por p53 

PVDF: fluoruro de polivinilideno 

qPCR: PCR cuantitativa 

RAF: quinasa responsable del 
“fibrosarcoma rápidamente acelerado” 
(rapidly accelerated fibrosarcoma) 

RAL-A/B: proteína A/B similar a RAS  

RAS: gen del “virus del sarcoma de 
rata” (rat sarcoma) 

RB1: proteína del retinoblastoma 1 

RBD: dominio de unión a la proteína 
RAS 

REDECAN: red española de registros 
de cáncer 

RFP: proteína roja fluorescente 

RMPI: medio de cultivo Roswell Park 
Memorial Institute 

RMTs: metiltransferasas de ARN 

ROI: región de interés 

Rot: rotenona 

RT: retrotranscripción o transcripción 
inversa 

RTK: receptor de tirosina quinasa 

S: fase S del ciclo celular 

SAH: S-adenosilhomocisteína  

SAM: S-adenosilmetionina 

SASP: fenotipo secretor asociado a la 
senescencia 

SB: tampón de muestra 
desnaturalizante 

SBF: suero bovino fetal 

SCF: factor de células madre 

SCT: Sección de Cultivo de Tejidos 

SD: desviación estándar 

SDS: docedilsulfato sódico 

SDS-PAGE: electroforesis en gel de 
poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes con dodecilsulfato 
sódico 

Ser: serina 

SHMT: serina hidroximetiltransferasa 

SIK: quinasa inducible por sal 

siRNA: pequeño ARN de interferencia 

SIRT1: histona desacetilasa 
dependiente de NAD 

SMAC: segundo activador de caspasa 
derivado de mitocondrias 

SMAD: mothers against 
decapentaplegic 
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SOS: factor de intercambio de 
nucleótidos de guanina de 
especificidad dual (son of sevenless) 

SOX10: sry-related HMg-Box gene 10 

SSB: rotura de hebra sencilla  

SSC: dispersión lateral de la luz 

STAT3: transductor de señal y 
activador de la transcripción 3 

Suv39h1: histona-lisina N-
metiltransferasa 

T: transmitancia 

TAC: tomografía axial computarizada 

TAE: tampón Tris-acetato 40 mM, 
EDTA 2 mM, pH 8.5 

TAM: macrófagos asociados a tumores 

TBS: solución salina tamponada con 
Tris  

TCA cycle: ciclo del ácido tricarboxílico 

TCF: factor de células T 

TCGA: base de datos del genoma del 
cáncer 

TEMED: N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina 

TERT: transcriptasa inversa de 
telomerasa 

TFE3: factor de transcripción de unión 
al potenciador IGHM 3 

TFEB: factor de transcripción EB 

TFEC: factor de transcripción EC 

TGF-β: factor de crecimiento 
transformante beta 

THF: 5,6,7,8-tetrahidrofolato 

Thr: treonina 

TIL: linfocitos infiltrantes tumorales  

TLS: estructuras linfoides terciarias 

Tm: temperatura de fusión  

TMCG: 3-O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-(–)-
catequina 

TMECG: 3-O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)- 
(–)-epicatequina 

TNF: factor de necrosis tumoral 

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa 

TNFR1: receptor 1 del factor de 
necrosis tumoral 

TP53: proteína tumoral p53 

TRAIL: ligando inductor de apoptosis 
relacionado con TNF 

TRPM1: transient receptor potential 
cation channel subfamily M member 1 

TS: timidilato sintasa 

T-VEC: talimogene laherparepvec  

TYR: tirosinasa 

TYRP1: proteína 1 relacionada con la 
tirosinasa 1 

UM: Universidad de Murcia  

UCSC: Universidad de California en 
Santa Cruz 

ULK1: proteína quinasa específica de 
serina/treonina (Unc-51 Like Autophagy 
Activating Kinase 1) 

UV: ultravioleta  

UV-VIS: ultravioleta-visible 

VEGF: factor de crecimiento vascular 
endotelial  

VEGFR: receptor del factor de 
crecimiento vascular endotelial  

Wnt: wingless-related integration site 

XIAP: proteína inhibidora de la 
apoptosis ligada al cromosoma 
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CAPÍTULO 1. RESUMEN 

1.1. RESUMEN: REPROGRAMACIÓN METABÓLICA E INMUNOGÉNICA 

PARA MEJORAR LA RESPUESTA ANTITUMORAL EN MELANOMA Y 

CÁNCER DE PÁNCREAS 

El cáncer es una enfermedad compleja que ha desafiado tanto a la medicina como a 

la ciencia durante décadas, y cuyo tratamiento constituye uno de los principales retos 

de la salud pública a nivel mundial. El melanoma y el cáncer de páncreas muestran una 

alta capacidad de metástasis, así como una baja respuesta a los tratamientos actuales, 

lo que da lugar a elevadas tasas de mortalidad. Por tanto, el descubrimiento de nuevas 

moléculas o estrategias terapéuticas que eviten su progresión y aumenten la calidad y 

esperanza de vida de los pacientes con este tipo de cánceres representa una prioridad 

en la investigación oncológica.  

El metabolismo y el sistema inmune desempeñan funciones esenciales en la 

respuesta antitumoral, constituyendo un contexto prometedor para mejorar las 

estrategias de tratamiento y aumentar las tasas de supervivencia en pacientes con 

cáncer. El metabolismo tumoral normalmente se caracteriza por una alta absorción de 

glucosa y una producción excesiva de lactato. Estos cambios metabólicos permiten a 

las células cancerosas prosperar en un entorno hipóxico y proporcionan los bloques de 

construcción necesarios para su rápido crecimiento y proliferación. Otra de la 

característica metabólica de las células tumorales es el control de diferentes procesos 

celulares como la autofagia y la resistencia a drogas a través de la regulación de la 

metilación de proteínas. En este sentido, nuestro grupo de investigación ha desarrollado 

terapias hipometilantes con actividad antitumoral sobre distintos tipos de cáncer, lo que 

indica que el control de la metilación de las proteínas también podría ser una estrategia 

novedosa y eficiente para el tratamiento del cáncer. Por otro lado, el sistema inmune 

juega un papel crucial en la detección y destrucción de células cancerosas. Las células 

inmunitarias, como los linfocitos T y las células NK, son capaces de reconocer y atacar 

a las células tumorales. Sin embargo, los tumores pueden desarrollar mecanismos para 

evadir la respuesta inmunológica, creando un desafío importante en el tratamiento del 

cáncer.  

De acuerdo con esto, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue estudiar los 

mecanismos moleculares implicados en el metabolismo, control de la metilación de 

proteínas y respuesta inmune antitumoral para diseñar nuevas estrategias terapéuticas 

efectivas frente a melanoma y cáncer de páncreas. 
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Durante esta Tesis Doctoral, se utilizaron diferentes modelos experimentales, 

incluyendo líneas celulares de melanoma y cáncer de páncreas, así como modelos 

animales de ratón. Se emplearon una amplia variedad de técnicas bioquímicas, como 

Western blot, cuantificación de proteínas, ensayos ELISA o inmunoprecipitación de 

proteínas; técnicas de biología celular, como ensayos de viabilidad, de apoptosis, de 

luciferasa, inmunohistoquímica, microscopía, citometría de flujo, aislamiento de células 

NK o cuantificación de parámetros relacionados con el metabolismo; y técnicas de 

biología molecular, como PCR cuantitativa, clonación de ADN, inmunoprecipitación de 

cromatina, silenciamiento génico transitorio, silenciamiento génico estable mediante 

CRISPR/Cas9 o sobreexpresión de determinados genes. Además, los datos obtenidos 

mediante estas técnicas fueron analizados con las pruebas estadísticas adecuadas. 

Los principales resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han quedado reflejados 

en la literatura científica y se pueden sintetizar en tres grandes bloques:  

Por un lado, observamos que la acriflavina, un potente inhibidor de la dimerización 

de HIF-1α, provoca un cambio en el metabolismo de las células de melanoma en 

condiciones de normoxia. El tratamiento de las células de melanoma con acriflavina 

resulta en una reducción de la disponibilidad de glucosa y en la supresión del efecto 

Warburg. Además, al bloquear la fosforilación de AKT y RSK2, la acriflavina también 

interrumpe vías protectoras necesarias para sobrevivir en situaciones de estrés 

oxidativo. En este sentido, la acriflavina promueve la degradación de ATF4 y reduce la 

expresión de MITF, un regulador clave en el desarrollo de melanocitos y un oncogén en 

el melanoma. Estos resultados indican que la inhibición de HIF-1α en el melanoma 

mediante la acriflavina podría representar una novedosa estrategia para el tratamiento 

de esta enfermedad, independientemente de la presencia de hipoxia en el tumor. 

Por otro lado, se estudió el papel del factor de transcripción MITF en la respuesta 

inmune anti-melanoma. Demostramos que MITF regula ADAM10, una proteasa 

fundamental para el reconocimiento de las células de melanoma por parte de las células 

NK. En consecuencia, MITF puede controlar si las células de melanoma son eliminadas 

eficazmente por las células NK o escapan a su vigilancia. También comprobamos que 

MITF tiene una doble función en la regulación de la respuesta inmunitaria contra el 

melanoma, ya que además de suprimir la muerte celular mediada por células NK 

mediante el control de ADAM10, es capaz de activar la respuesta mediada por los 

linfocitos T. Estos resultados destacan cómo la actividad de MITF puede modificar la 

respuesta inmune al melanoma, con implicaciones importantes para las terapias 

inmunológicas en este tipo de cáncer.  
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Por último, evaluamos cómo la metilación de proteínas regula el proceso de autofagia 

basal que utilizan las células de cáncer de páncreas con mutaciones en KRAS para 

sobrevivir y crecer. Al inhibir la metilación de proteínas mediante un tratamiento 

hipometilante (HMT), observamos una disminución de la autofagia y una activación del 

estrés del retículo endoplásmico. Esto es debido a una alteración en la señalización de 

KRAS, inactivando parcialmente ERK y activando en exceso la ruta PI3K/AKT-mTORC1. 

Además, la combinación HMT impidió la activación de CRAF al modificar el complejo 

formado por SHOC2, MRAS y PP1. La inactivación de PP2A también bloqueó la 

autofagia al prevenir la activación de ULK1 y restaurar la retención citoplasmática de los 

factores de transcripción MiT/TFE. Estos resultados evidencian que el tratamiento con 

HMT podría ser una estrategia terapéutica efectiva contra el cáncer de páncreas al 

inhibir la autofagia y prevenir la resistencia a los inhibidores de KRAS. 

En general, los estudios realizados en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto el 

papel fundamental de los procesos de metilación de proteínas, metabolismo celular y 

respuesta inmune antitumoral en la patología del cáncer y en el desarrollo de nuevas 

aproximaciones terapéuticas para el tratamiento de tumores de páncreas y melanoma. 
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1.2. SUMMARY: METABOLIC AND IMMUNOGENIC REPROGRAMMING 

TO IMPROVE ANTITUMOUR RESPONSE IN MELANOMA AND PANCREATIC 

CANCER 

Cancer is a complex disease that has posed a persistent challenge to the medical 

and scientific communities for numerous decades. The treatment of cancer is widely 

acknowledged as one of the most significant global public health issues. Melanoma and 

pancreatic cancer exhibit a high metastatic potential and low response rates to current 

treatments, leading to significant mortality. As such, the investigation and identification 

of new molecules or therapeutic methods that can impede the advancement of these 

cancers and improve the quality of life and life expectancy for patients is an 

indispensable priority in oncology research.  

Metabolism and the immune system play crucial roles in the antitumour response, 

offering a promising setting to enhance treatment strategies and increase cancer patient 

survival. Tumour metabolism is typically characterised by elevated glucose uptake and 

excessive lactate production. These metabolic alterations enable cancer cells to grow 

and multiply rapidly in a hypoxic environment by providing them with essential building 

blocks. Another metabolic feature of tumour cells is the regulation of various cellular 

processes including autophagy and drug resistance through protein methylation. In this 

sense, our research group has developed hypomethylating therapies with antitumour 

activity on different types of cancer, which indicates that the control of protein methylation 

could offer a promising and effective approach for cancer treatment. Furthermore, the 

immune system plays a crucial role in the identification and elimination of cancer cells. 

Specialised immune cells, such as T lymphocytes and NK cells, can recognise and 

combat malignant tumours. Unfortunately, tumours can develop mechanisms to escape 

the immune response, which is a major hurdle in cancer treatment. 

Accordingly, the main objective of this Doctoral Thesis was to study the molecular 

processes associated with metabolism, control of protein methylation and antitumour 

immune response to develop efficient therapeutic strategies against melanoma and 

pancreatic cancer. 

Throughout this Doctoral Thesis, a variety of experimental models were utilised, 

including melanoma and pancreatic cancer cell lines, as well as mouse animal models. 

A wide range of biochemical techniques were employed, including Western blot, protein 

quantification, ELISA assays, or protein immunoprecipitation; alongside cell biology 

techniques such as viability, apoptosis, and luciferase assays, immunohistochemistry, 

microscopy, flow cytometry, NK cell isolation, or quantification of metabolism-related 
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parameters. Besides, molecular biology techniques such as qPCR, DNA cloning, 

chromatin immunoprecipitation, transient gene silencing, stable gene silencing by 

CRISPR/Cas9, or overexpression of specific genes were used. The acquired data by 

these techniques were analysed with appropriate statistical tests.  

The key findings of this Doctoral Thesis are documented in the scientific literature and 

can be categorised into three main sections:  

First, we observed that acriflavine, a potent inhibitor of HIF-1α dimerization, alters the 

metabolism of melanoma cells in normoxic conditions. Acriflavine treatment reduces 

glucose availability and suppresses the Warburg effect in melanoma cells. Moreover, 

acriflavine disrupts important protective pathways essential for surviving oxidative stress 

through the inhibition of AKT and RSK2 phosphorylation. As a result, acriflavine 

promotes ATF4 degradation and decreases the expression of MITF, a crucial regulator 

of melanocyte development and an oncogene in melanoma. These results indicate that 

the inhibition of HIF-1α in melanoma by acriflavine could represent a novel strategy for 

the treatment of this disease, regardless of the presence of hypoxia in the tumour. 

Second, we investigated the function of transcription factor MITF in the immune 

response against melanoma. Our study demonstrates that MITF controls ADAM10, a 

protease essential for the recognition of melanoma cells by NK cells. Thus, MITF can 

determine whether melanoma cells are eliminated by NK cells or escape surveillance. 

We also show that MITF has a dual role in regulating the immune response against 

melanoma. Besides inhibiting NK cell-mediated cell death through ADAM10 regulation, 

MITF can stimulate the T-cell-mediated response. These findings emphasize the 

capacity of MITF to alter the immune response to melanoma, with important implications 

for immunotherapy in this cancer. 

Finally, we evaluated the influence of protein methylation on the basal autophagy 

process utilized by pancreatic cancer cells with KRAS mutations, allowing them to 

survive and proliferate. When using a hypomethylating treatment (HMT) to inhibit protein 

methylation, we discovered a reduction in autophagy and the induction of stress in the 

endoplasmic reticulum. This is a result of an alteration of the KRAS pathway, leading to 

partial inactivation of ERK and amplification of the PI3K/AKT-mTORC1 pathway. 

Furthermore, the HMT combination impeded CRAF activation through modification the 

complex formed by SHOC2, MRAS and PP1. Autophagy was also blocked by 

inactivating PP2A, which prevented ULK1 activation and re-established the cytoplasmic 

retention of the MiT/TFE transcription factors. These results reveal that HMT treatment 
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could be an effective therapeutic strategy against pancreatic cancer by inhibiting 

autophagy and preventing resistance to KRAS inhibitors. 

Overall, this Doctoral Thesis highlights the central role of protein methylation 

processes, cell metabolism, and the immune response in cancer pathology. It also 

explores the potential for novel therapeutic approaches in the treatment of pancreatic 

cancer and melanoma. 
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CAPÍTULO 2. INTRODUCCIÓN 

2.1. CÁNCER 

 DEFINICIÓN 

El término “cáncer” ha sido definido de varias maneras. Así, la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) lo identifica como un grupo extenso de enfermedades que pueden 

originarse en casi cualquier parte del cuerpo. Estas enfermedades se caracterizan por 

el crecimiento descontrolado de células anormales, que se propagan más allá de sus 

límites normales y pueden invadir tejidos cercanos, además de diseminarse a otros 

órganos. Este último proceso se conoce como metástasis y es la principal causa de 

mortalidad relacionada con el cáncer. El Instituto Nacional del Cáncer (NCI) de Estados 

Unidos utiliza una definición muy parecida, donde establece que los tumores malignos 

o cancerosos se distinguen por su capacidad invasiva (metástasis), a diferencia de los 

tumores benignos, que pueden alcanzar un tamaño considerable pero no son capaces 

de infiltrarse en tejidos adyacentes ni se diseminan a otros lugares. Por último, según la 

Asociación Española Contra el Cáncer (AECC), el término "cáncer" engloba más de 200 

tipos de enfermedades distintas. Aunque las células comparten características de 

multiplicación y propagación descontroladas, desde el punto de vista de su origen, 

desarrollo y tratamiento, podrían considerarse enfermedades independientes. 

 BASES MOLECULARES DEL CÁNCER 

La aparición y progresión de un tumor ocurre principalmente, aunque no 

exclusivamente, debido a cambios en el material genético de las células. La mayoría de 

los tumores se originan a partir de la expansión de una única célula somática que ha 

acumulado diversas alteraciones genéticas, lo que resulta en su transformación en una 

célula tumoral. Sin embargo, un pequeño número de cánceres están relacionados con 

mutaciones en las células germinales, lo que causa síndromes hereditarios de 

predisposición al cáncer. Tradicionalmente, se han identificado tres categorías de genes 

cuya alteración es fundamental para el desarrollo del cáncer: oncogenes, genes 

supresores de tumores y genes de reparación del ADN (Pon & Marra, 2015). 

Genética del cáncer: oncogenes, genes supresores de tumores y genes de 

reparación del ADN 

En las células tumorales, se observa una gran cantidad de mutaciones genéticas, 

pero solo un pequeño conjunto de estas mutaciones contribuye realmente a la 



Introducción  Román Martí Díaz 

12 
 

patogénesis del cáncer. Estas mutaciones, que afectan a las tres categorías de genes 

mencionadas anteriormente, se conocen como mutaciones driver o conductoras. Son 

llamadas así porque otorgan a la célula portadora una ventaja en términos de 

crecimiento y lideran la transformación hacia la neoplasia. Junto a estas mutaciones, 

también se presentan otras mutaciones denominadas passenger o pasajeras. Estas 

mutaciones no ofrecen ninguna ventaja selectiva y surgen como resultado de la alta tasa 

de división celular en los tumores y de los defectos en los sistemas de reparación del 

ADN que presentan las células tumorales. El estudio de las mutaciones conductoras es 

crucial para el desarrollo de terapias dirigidas contra las proteínas que con frecuencia 

se encuentran mutadas en los tumores (Zhang et al., 2014). 

Los oncogenes se generan por alteración de genes que normalmente regulan el 

crecimiento y la proliferación celular, conocidos como protooncogenes. El término 

"oncogén" está directamente relacionado con el concepto de mutación de ganancia de 

función. Las mutaciones de ganancia de función son aquellas que causan la 

sobreactividad o activación constitutiva de una proteína. Estas mutaciones pueden 

manifestarse a través de translocaciones, amplificaciones génicas o mutaciones 

puntuales que afectan a los dominios de regulación de la proteína. Por lo general, estas 

mutaciones son dominantes, lo que significa que la alteración de un solo alelo es 

suficiente para conferir una ventaja selectiva a la célula y promover el desarrollo de 

fenotipos tumorales (Pon & Marra, 2015). 

Los genes supresores de tumores son genes que normalmente inhiben la 

proliferación o diferenciación celular o promueven la apoptosis, y su inactivación 

contribuye al desarrollo de tumores. Las alteraciones genéticas que causan su 

inactivación suelen ser mutaciones de pérdida de función. Estas mutaciones pueden 

incluir inserciones, deleciones, mutaciones que generan un codón de parada prematuro 

que produce formas truncadas de la proteína, o mutaciones que cambian la secuencia 

de residuos clave para la actividad de la proteína. A diferencia de las mutaciones de 

ganancia de función que afectan a los oncogenes, las mutaciones de pérdida de función 

son generalmente recesivas, lo que significa que se requiere la afectación de ambos 

alelos para que se manifieste su efecto. Sin embargo, en algunos casos se puede 

observar haploinsuficiencia, donde la inactivación de un alelo es suficiente para 

proporcionar una ventaja de crecimiento a la célula debido a que la actividad del alelo 

restante no es suficiente para cumplir la función supresora. En los tumores humanos, 

también es común encontrar que estos genes estén silenciados mediante mecanismos 

epigenéticos (Lee & Muller, 2010). 
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Los genes de reparación del ADN desempeñan un papel fundamental en el 

mantenimiento de la integridad del genoma. La tasa de mutación espontánea en una 

célula no es suficiente para explicar la probabilidad de desarrollar cáncer a lo largo de 

la vida. Los defectos en los sistemas de reparación del ADN aumentan de manera 

significativa las tasas de mutación, lo que contribuye en gran medida al proceso de 

oncogénesis (Hoeijmakers, 2001). Al igual que los genes supresores de tumores, los 

genes de reparación del ADN también se ven afectados por mutaciones de pérdida de 

función y por el silenciamiento epigenético (Friedberg, 2003). 

Hipótesis del doble golpe de Knudson: mutaciones en células somáticas y 

mutaciones en línea germinal 

La mayoría de los casos de cáncer ocurren de forma esporádica, lo que significa que 

no existen factores hereditarios que aumenten la probabilidad de desarrollar la 

enfermedad. En estos casos, el cáncer suele manifestarse en edades avanzadas como 

resultado de la acumulación gradual de mutaciones somáticas a lo largo del tiempo, 

desde el estado de embrión hasta la edad adulta. Sin embargo, hay un pequeño 

porcentaje de individuos (entre un 5-10%) en los que la aparición del cáncer está 

estrechamente relacionada con mutaciones heredadas que aumentan la susceptibilidad 

de padecer esta enfermedad (Garber & Offit, 2005). Derivado de la hipótesis de 

Knudson, esto se conoce como cáncer hereditario, donde los individuos tienen una 

probabilidad mucho mayor que la población general de desarrollar cáncer. 

En 1971, Alfred Knudson propuso la hipótesis del doble golpe (two-hit hypothesis) 

con respecto al gen supresor de tumores RB1, lo cual posteriormente se demostró 

aplicable a otros genes de esta categoría y contribuyó a la comprensión de los 

síndromes de predisposición al cáncer (Knudson, 1971). 

En esta hipótesis, se postula la necesidad de que el gen RB1 debe ser 

completamente inactivado para que se desarrolle el retinoblastoma, un tipo de cáncer 

en la retina que afecta principalmente a niños. La teoría de Knudson se basa en la 

existencia de dos eventos mutacionales para el desarrollo de la enfermedad. Así pues, 

si se produce un primer evento (primer hit) en el que se hereda una copia mutada del 

gen, solo se necesitaría una mutación adicional (segundo hit) para la pérdida total de su 

función, lo que resultaría en la aparición temprana del cáncer, explicando así su mayor 

incidencia en niños y la presentación bilateral en muchos casos. En este sentido, si no 

se hereda ninguna copia mutada, el proceso de ocurrencia de las dos mutaciones 

requeriría más tiempo, lo que resultaría en la aparición tardía del tumor y sería menos 

probable que afecte ambos ojos. 
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Alteraciones epigenéticas 

El cáncer no solo se caracteriza por ser una enfermedad genética, sino que también 

es considerado una enfermedad epigenética. Se han observado alteraciones 

epigenéticas en todos los tipos de cáncer humano y en todas las etapas de su desarrollo, 

sin modificar la secuencia de nucleótidos del ADN. Estas alteraciones pueden 

observarse como patrones anormales de metilación del ADN, patrones alterados de 

modificaciones postraduccionales (PTM) de las histonas y cambios en la composición 

y/o la organización de la cromatina. Los cambios epigenéticos pueden ocurrir antes de 

las alteraciones genéticas durante la formación del tumor y desempeñar un papel de 

driver o conductoras de la enfermedad. En este sentido, el reconocimiento de un 

componente epigenético en la tumorogénesis, o la existencia de un "epigenoma" del 

cáncer, ha abierto nuevas oportunidades para la comprensión, detección, tratamiento y 

prevención del cáncer (Baylin & Jones, 2016). 

 CARACTERÍSTICAS DISTINTIVAS DEL CÁNCER 

Actualmente, no se ha logrado explicar por completo el origen del proceso 

cancerígeno debido a la compleja naturaleza de la enfermedad en sí. Sin embargo, a 

través de la investigación realizada a lo largo de los años, se han identificado una serie 

de características o marcadores comunes en la mayoría de los cánceres, que incluyen 

cambios moleculares, bioquímicos y celulares adquiridos por las células cancerosas 

durante el desarrollo tumoral. En el año 2000, en un enfoque inicial para buscar estas 

hallmarks o marcas distintivas, se identificaron seis procesos celulares cuya adopción 

por parte de las células tumorales permitiría el desarrollo de tumores, y que son 

comunes en la mayoría de los cánceres humanos (Hanahan & Weinberg, 2000): 

2.1.3.1. Mantenimiento de la señalización proliferativa 

Las células normales requieren señales mitogénicas o de crecimiento para cambiar 

de un estado de inactividad a una proliferación activa. Sin embargo, se ha observado 

que las células tumorales tienen la capacidad de reducir su dependencia de estas 

señales externas para iniciar el proceso de proliferación. Esta capacidad se explica 

mediante tres estrategias principales: producción interna de señales de crecimiento por 

medio de un mecanismo llamado señalización autocrina; activación de manera 

constante las vías de señalización que responden a dichas señales; o supresión de los 

mecanismos de "apagado" (retroalimentación negativa) que normalmente atenúan la 

señalización proliferativa y evitan el aumento excesivo de esas señales. Mientras que la 

división celular en las células normales no cancerosas está rigurosamente controlada, 
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en las células cancerosas, estos procesos están desregulados debido a alteraciones en 

las proteínas que los controlan, lo que resulta en un mayor crecimiento y división celular 

dentro del tumor. 

Un ejemplo concreto de esto es el alto porcentaje de los melanomas en humanos 

que presentan mutaciones activadoras en la proteína BRAF, lo que resulta en una 

señalización constante a través de la ruta de las proteínas quinasas activadas por 

mitógeno (MAPK, mitogen-activated protein kinase) (Davies et al., 2002). De la misma 

manera, en la mayoría de los casos de cáncer pancreático destacan las alteraciones 

genéticas que afectan al gen KRAS (Kirsten rat sarcoma virus) (Vincent et al., 2011). 

Las mutaciones activadoras de las oncoproteínas RAS impiden que su actividad 

GTPasa intrínseca funcione correctamente, lo que resulta en una activación constante 

de la proteína y, en consecuencia, de la ruta de MAPK. Otro ejemplo lo constituye la 

proteína fosfatasa PTEN, que contrarresta los efectos de la quinasa PI3K 

(phosphatidylinositol 3-kinase) al degradar su producto, el fosfatidilinositol-(3,4,5)-

trifosfato (PIP3, phosphatidylinositol 3-phosphate). La inactivación de PTEN impide que 

la vía de señalización de PI3K/Akt se interrumpa adecuadamente, lo que favorece la 

tumorogénesis (Papa & Pandolfi, 2019). 

2.1.3.2. Evasión de los supresores de crecimiento 

Las células regulan la división celular no solo a través de señales que promueven el 

crecimiento, sino también mediante señales que inhiben su proliferación. Estas señales 

supresoras del crecimiento pueden inducir paradas temporales o permanentes en el 

ciclo celular. En el caso de paradas temporales, las células pueden entrar en un estado 

de quiescencia o de reposo (G0) que se mantiene hasta que reciben nuevas señales 

que les permiten reingresar al estado proliferativo. Por otro lado, existen programas 

específicos que controlan la salida permanente del ciclo celular y generalmente están 

relacionados con la diferenciación celular, donde las células adquieren fenotipos 

específicos y no proliferativos (Hanahan & Weinberg, 2000). Muchos de estos 

programas dependen de la acción de genes supresores de tumores que se inactivan de 

diferentes formas en los diversos tipos de cáncer. Los dos supresores de tumores 

alterados con más frecuencia en las células cancerosas son las proteínas asociadas al 

retinoblastoma (pRb) y p53, que actúan como nodos centrales en dos vías de 

señalización importantes que regulan las decisiones celulares de proliferación o, 

alternativamente, activan programas de senescencia y apoptosis (Sherr & McCormick, 

2002). 
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Vía supresora de pRb 

La proteína Rb (pRb), un supresor tumoral crucial en el control negativo del ciclo 

celular y la progresión del cáncer, desempeña un papel significativo en el bloqueo de la 

entrada en la fase S y el crecimiento celular en un importante punto de control G1. La 

proteína Rb reprime la transcripción de genes necesarios para la transición de la fase 

G1 a la fase S al unirse directamente al dominio de transactivación del factor de 

transcripción E2F, formando un complejo Rb-E2F que se une a los promotores de los 

genes de la fase S y suprime su transcripción. Además, la proteína Rb contribuye a la 

represión génica al interactuar con proteínas responsables de la remodelación de la 

cromatina, como hBRM, BRG1, HDAC1 y Suv39h1 (Giacinti & Giordano, 2006).  

La señalización que promueve la proliferación celular estimula la expresión de 

ciclinas y activa las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, cyclin-dependent 

kinases). Estas quinasas fosforilan a pRb y provocan su separación de E2F, lo que 

permite la expresión de genes que estaban previamente reprimidos. La fosforilación de 

pRb es iniciada por los complejos de ciclina D/CDK4 y ciclina D/CDK6 en la mitad de la 

fase G1, y es finalizada por el complejo de ciclina E/CDK2 poco antes de la transición a 

la fase S. Por otro lado, la señalización que suprime el crecimiento celular, así como el 

daño en el ADN, induce la expresión de inhibidores de las CDKs, lo que mantiene a pRb 

en su forma activa y unida a E2F. Entre estos inhibidores se encuentran p15, p16, p21 

y p27 (Figura 2.1). 

 

Figura 2.1. Representación del ciclo celular y los complejos ciclina/CDK implicados. CDK: quinasa 

dependiente de ciclina, E2F: factor de transcripción E2F, pRb: proteína del retinoblastoma. Imagen basada 

en un esquema de Giacinti & Giordano, 2006.  
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En los tumores, es común que se produzca una interrupción de la vía de la proteína 

Rb, lo que permite que las células sean insensibles a las señales que normalmente 

detendrían la entrada al ciclo celular, dando lugar a una proliferación celular persistente. 

Vía supresora de p53 

TP53 es el gen que codifica la proteína p53, que desempeña un papel crucial en la 

integración de la señalización intracelular y en la toma de decisiones sobre el destino de 

la célula. La proteína p53 puede detener el avance del ciclo celular en respuesta al daño 

en el ADN o en condiciones desfavorables para la proliferación, como niveles 

subóptimos de nucleótidos, glucosa u oxígeno. También puede intervenir cuando hay 

una deficiencia en la señalización proliferativa o un exceso de señalización oncogénica. 

Si el daño en el ADN no se repara o las condiciones normales no se restablecen, p53 

activa el proceso de apoptosis. 

En condiciones normales, los niveles de p53 se mantienen bajos debido a su continua 

degradación a través del proteasoma. El complejo MDM2/MDM4 ubiquitiniza a p53 y 

marca su degradación en el proteasoma. A su vez, p53 promueve la transcripción del 

gen MDM2, estableciendo así un circuito de retroalimentación negativa que bloquea la 

señalización a través de esta vía cuando p53 se activa y se acumula (Zhang & Xiong, 

2001). 

Cuando p53 se estabiliza, se forma un tetrámero que se une al ADN y estimula la 

transcripción de los genes que están bajo su control. Según el entorno celular, p53 

induce la expresión de genes que detienen el ciclo celular, como CDKN1A (p21), genes 

proapoptóticos como PUMA o BAX, o genes relacionados con la senescencia celular, 

metabolismo y ferroptosis (Figura 2.2). 
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Figura 2.2. Vía de señalización de la proteína supresora de tumores p53. p53 ER: Elemento de respuesta 

(o secuencia de reconocimiento) de p53. Imagen traducida de Liu et al., 2020. 

 

2.1.3.3. Resistencia a la muerte celular 

Además de su capacidad para aumentar la tasa de proliferación mediante cambios 

en el ciclo celular o en la señalización por factores de crecimiento, las células tumorales 

pueden lograr un crecimiento descontrolado al inhibir los mecanismos de apoptosis. 

La apoptosis, un tipo de muerte celular programada, es un proceso mediante el cual 

las células se autodestruyen de manera controlada. En el cuerpo humano, todas las 

células poseen un programa apoptótico que puede ser activado por señales específicas. 

Durante la apoptosis, las células experimentan una reducción en su volumen, se retraen 

sus prolongaciones celulares y adquieren una forma redondeada. El citoesqueleto se 

desintegra, la cromatina se condensa y el núcleo se fragmenta. En etapas avanzadas 

de la apoptosis, se forman pequeñas vesículas de membrana llamadas cuerpos 

apoptóticos, que luego son eliminados por células fagocíticas. En general, el proceso de 

apoptosis está diseñado para preservar la integridad celular, evitando la liberación del 

contenido celular al exterior y previniendo una respuesta inflamatoria excesiva que 

podría dañar las células y tejidos cercanos (Wani et al., 2023). 

A nivel fisiológico, la apoptosis puede ser desencadenada como respuesta a diversos 

tipos de estrés o anormalidades celulares, como la acumulación de daño en el ADN, así 

como por una señalización proliferativa insuficiente o excesiva. En el caso de las células 

tumorales, estas suelen acumular daño en el ADN debido a su alta tasa de proliferación 
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y/o a mutaciones en los genes responsables de la reparación del ADN. Para que una 

población de células tumorales pueda expandirse, es necesario que se disponga de 

mecanismos que eviten la activación de la apoptosis en respuesta al estrés (Hanahan 

& Weinberg, 2000). 

La maquinaria apoptótica se puede clasificar en componentes reguladores y 

componentes efectores. Según los tipos de componentes reguladores involucrados, se 

pueden distinguir dos vías apoptóticas diferentes: la vía intrínseca, que recibe y procesa 

información dentro de la célula, y la vía extrínseca, que responde a señales externas 

inductoras de apoptosis (Figura 2.3). En general, la vía intrínseca está más relacionada 

con la protección contra la oncogénesis. Ambas vías terminan con la activación de una 

caspasa iniciadora: la caspasa 9 en la vía intrínseca y la caspasa 8 en la vía extrínseca. 

Las caspasas son una familia de enzimas que realizan cortes en residuos de ácido 

aspártico, conocidas como caspasas o cisteína-aspartato proteasas. Las caspasas 

iniciadoras facilitan el procesamiento proteolítico y la activación de las caspasas 

efectoras, que posteriormente degradan los sustratos asociados a la progresión de la 

apoptosis, incluyendo estructuras subcelulares, orgánulos y cromatina. 

La mayoría de las señales que desencadenan la apoptosis convergen en la 

mitocondria, donde la liberación del citocromo c actúa como una potente señal inductora 

de apoptosis. La familia de proteínas Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) es la responsable de 

regular la liberación del citocromo c. Entre las proteínas proapoptóticas de esta familia 

se encuentran Bax, Bak, Bid y Bim, mientras que Bcl-2, Bcl-XL y Mcl-1 son proteínas 

antiapoptóticas. Bax y Bak se encuentran anclados a la membrana externa de la 

mitocondria. Los inhibidores de apoptosis, como Bcl-2, ejercen su función al unirse a 

estas proteínas y prevenir su actividad. Cuando Bax y Bak están activos, inducen la 

formación de poros en la membrana mitocondrial (MOMP, mitochondrial outer 

membrane permeabilization) y la consiguiente pérdida de integridad, lo que resulta en 

la liberación del citocromo c. Esta liberación marca el inicio de la formación del 

apoptosoma, un complejo que consiste en el citocromo c, siete monómeros de APAF-1 

(apoptotic peptidase activating factor 1) y ATP, y que facilita la activación de la caspasa 

9, que es una caspasa iniciadora. Bax, Bak y Bcl-2 comparten en su estructura un motivo 

denominado BH3, un dominio de interacción entre proteínas. Dentro de la familia Bcl-2 

existe un subgrupo de proteínas llamadas "BH3-only" que, a diferencia de Bax, Bak o 

Bcl-2, contienen únicamente un motivo BH3. Estas proteínas BH3-only están asociadas 

a diferentes sensores de estrés en la célula y pueden estimular directamente a otras 

proteínas proapoptóticas de la familia Bcl-2 o interferir con la función antiapoptótica de 

las proteínas de esta misma familia (Czabotar et al., 2014). 
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Hay diversos sensores celulares que realizan su función mediante la participación de 

estas proteínas. Un ejemplo de ello es p53, que supervisa el daño en el ADN y, además 

de iniciar la apoptosis al inducir directamente la expresión de Bax, también puede 

hacerlo a través de la inducción de las proteínas proapoptóticas BH3-only, Noxa y Puma 

(Roufayel et al., 2022). 

Además de la liberación del citocromo c, la apoptosis también puede ser 

desencadenada mediante la unión de un ligando extracelular a un receptor de muerte, 

lo que se conoce como vía extrínseca (Figura 2.3). Algunos de los mecanismos más 

conocidos y significativos involucran a la superfamilia de receptores del factor de 

necrosis tumoral (TNFR, tumor necrosis factor receptor). Por ejemplo, la unión del 

ligando FAS al receptor de FAS, la unión del TNFα al receptor TNF-R1 y la unión del 

ligando TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) a los receptores 

TRAIL 1 y 2 (TRAILR1/R2), que llevan a la activación de la caspasa 8 iniciadora. 

Las células tumorales tienen la capacidad de desarrollar resistencia a la apoptosis 

mediante diversas estrategias, que se pueden clasificar en general como disminución 

de la actividad de reguladores proapoptóticos o hiperactivación de reguladores 

antiapoptóticos. Una de las estrategias más comunes es la pérdida de la actividad de 

p53, lo que resulta en una disminución de la capacidad de inducir apoptosis en 

respuesta al daño en el ADN, así como en presencia de anormalidades como la hipoxia 

o la señalización oncogénica. En la vía intrínseca de la apoptosis, también puede 

observarse la sobreexpresión de proteínas antiapoptóticas de la familia Bcl-2 o la 

inhibición de la proteína APAF-1, entre otros mecanismos. Por otro lado, en la vía 

extrínseca, se puede producir la pérdida de expresión o función de los receptores de 

muerte debido a mutaciones o alteraciones en el control de metilación celular, así como 

también la disminución de la expresión de la caspasa 8. Además, la activación de las 

caspasas efectoras puede ser bloqueada por la presencia de inhibidores de caspasas 

conocidos como IAPs (inhibitors of apoptosis proteins) (Pistritto et al., 2016). 
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Figura 2.3. Representación del mecanismo de activación molecular de las vías intrínsecas y extrínsecas 

de muerte celular programada. APAF-1: factor 1 activador de proteasa apoptótica, Bak: Antagonista 

homólogo de Bcl-2, Bax: Bcl- 2 asociada a proteína X, Bid: dominio de interacción BH3, DISC: complejo de 

señalización inductor de muerte, DRS: receptores de muerte, FASL: ligando de antígeno de superficie 

asociado a FS-7, Mcl-1: proteína de diferenciación de células de leucemia mieloide, MOMP: 

permeabilización de la membrana externa mitocondrial, RE: retículo endoplasmático, SMAC: segundo 

activador de caspasa derivado de mitocondrias, tBid: fragmento del dominio de interacción BH3, TNF: factor 

de necrosis tumoral, TNFR1: receptor 1 del factor de necrosis tumoral, TRAIL: ligando inductor de apoptosis 

relacionado con TNF, XIAP: proteína inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X. Imagen traducida 

de Wani et al., 2023. 

 

2.1.3.4. Potencial de replicación ilimitado 

Los estudios de Hayflick evidenciaron que las células en cultivo tienen una capacidad 

replicativa limitada, ya que después de un cierto número de divisiones detienen su 

crecimiento (Hayflick, 1997). Esto es debido a que las células de mamífero poseen un 

programa interno que restringe su proliferación, conocido como senescencia (Shay & 
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Wright, 2005). Sin embargo, la pérdida de actividad de las proteínas supresoras de 

tumores pRb y p53 permite a las células seguir dividiéndose durante algunas 

generaciones adicionales hasta que ingresan a una segunda fase denominada crisis 

(Figura 2.4). Durante esta etapa, se produce una muerte celular masiva, desórdenes 

cromosómicos como fusiones y, ocasionalmente (1 de cada millón), puede surgir una 

célula que adquiere la capacidad de multiplicarse de manera ilimitada, lo cual se conoce 

como inmortalización (Akincilar et al., 2016).  

Entre las décadas de los 80 y 90, se descubrió un mecanismo para calcular el número 

de divisiones celulares que implica a los telómeros de los cromosomas. La longitud de 

los telómeros es el factor determinante en la cantidad de ciclos de división que una 

célula puede experimentar. Los telómeros están compuestos por una secuencia corta 

de 6 pares de bases (TTAGGG) que se repite múltiples veces y se sitúan en los 

extremos de los cromosomas. En cada ciclo de división celular, los telómeros se acortan 

aproximadamente entre 50 y 100 pares de bases debido a la incapacidad de las 

polimerasas de ADN para replicar completamente los extremos 3' de los cromosomas 

durante la fase S. De este modo, el número de divisiones celulares se determina por la 

pérdida progresiva del ADN telomérico. A medida que los ciclos de replicación se 

suceden, los telómeros se acortan gradualmente, lo que conduce a la pérdida de su 

capacidad para proteger el ADN cromosómico de fusiones entre cromosomas. Esta 

situación resulta en desórdenes cromosómicos que provocan la crisis celular. 

No obstante, en las células cancerosas, se observa un mantenimiento de los 

telómeros debido principalmente a la sobreexpresión de la enzima telomerasa (Figura 

2.4), la cual agrega repeticiones del hexanucleótido TTAGGG en los extremos de los 

cromosomas. Un alto porcentaje de tumores humanos, aproximadamente un 85%, 

presenta una sobreexpresión de la enzima telomerasa (Akincilar et al., 2016). Este 

mecanismo asegura que los telómeros mantengan una longitud por encima de un 

umbral crítico, evitando así la activación de las barreras que limitan la proliferación 

celular, como la senescencia y la crisis celular o apoptosis. Alternativamente, los 

tumores también pueden mantener la longitud de los telómeros mediante el mecanismo 

conocido como ALT (alternative lengthening of telomeres), el cual implica un proceso de 

recombinación entre cromosomas. En consecuencia, las células tumorales, además de 

generar señales de proliferación y evadir las señales supresoras de crecimiento y 

apoptosis, necesitan mecanismos para evitar el acortamiento de los telómeros y así 

poder replicarse más allá de los límites establecidos.  
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Numerosos investigadores, como Leão y colaboradores (Leão et al., 2018), sugieren 

que, durante la oncogénesis, el acortamiento de los telómeros es un evento primario 

que facilita la acumulación de alteraciones en el genoma. Defectos en las vías de 

señalización de la apoptosis o la senescencia, como la pérdida de actividad de p53 o 

pRb, pueden permitir que las células sobrevivan a pesar del daño acumulado en el ADN. 

Posteriormente, una de estas células adquiere la capacidad de expresar la telomerasa 

y se expande clonalmente de forma indefinida, conservando todas las mutaciones 

presentes en su genoma. 

Además del acortamiento de los telómeros, la senescencia también puede ser 

inducida por una señalización oncogénica excesiva, altos niveles de estrés oxidativo y 

la acumulación de daño en el ADN. Todas estas señales tienen en común la inducción 

de p21 a través de la vía de p53, y de manera paralela, la inducción de p16. La 

senescencia se propone como un mecanismo protector contra el desarrollo de 

neoplasias (Dodig et al., 2019). 

 

Figura 2.4. Dinámica de la longitud de los telómeros en diversas células a lo largo del tiempo. Imagen 

traducida de Leão et al., 2018. 

 

2.1.3.5. Inducción de angiogénesis 

En los adultos, la formación de nuevos vasos sanguíneos es un evento que 

generalmente no ocurre en condiciones fisiológicas normales. Durante la etapa 

temprana del desarrollo embrionario, se establece una red vascular mediante procesos 

de vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis implica la formación de nuevos 
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vasos a partir de células progenitoras endoteliales, mientras que la angiogénesis implica 

la creación de vasos a partir de una red vascular preexistente. Estos procesos están 

regulados por múltiples factores, siendo el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF, vascular endothelial growth factor) uno de los principales (Jafari Nivlouei et al., 

2021). 

De la misma forma que las células normales, las células tumorales también requieren 

oxígeno y nutrientes que solo pueden obtenerse a través de la proximidad a los capilares 

sanguíneos. Aunque los tejidos normales en adultos tienen una capacidad angiogénica 

limitada, los tumores necesitan inducir la formación de nuevos vasos sanguíneos para 

mantener su alta tasa de proliferación. Sin embargo, este crecimiento anormal provoca 

que los vasos sanguíneos formados presenten características inmaduras que afectan a 

su funcionalidad. En consecuencia, estas deficiencias en el funcionamiento de los vasos 

sanguíneos tumorales tienen efectos significativos en el microambiente del tumor y 

pueden dar lugar a situaciones como hipoxia, reducción en la infiltración y actividad de 

las células del sistema inmunitario, así como un mayor riesgo de diseminación 

metastásica (Carmeliet & Jain, 2011).  

A este proceso por el cual el tumor adquiere la capacidad para inducir nuevos vasos 

sanguíneos se le conoce como "cambio hacia un fenotipo angiogénico" (Figura 2.5) y 

ocurre debido a un desequilibrio en los niveles de factores inductores e inhibidores. 

Antes de este cambio, los tumores carecen de vasos sanguíneos y su crecimiento está 

limitado a un diámetro de aproximadamente 1-2 mm, en un equilibrio entre proliferación 

y apoptosis. Después del cambio, los tumores pueden crecer de manera exponencial 

debido a la formación de nuevos vasos sanguíneos que les proporcionan soporte 

nutricional. En este sentido, se ha observado que la angiogénesis se induce de manera 

temprana durante el desarrollo tumoral, incluso en lesiones premalignas y displasias 

(Baeriswyl & Christofori, 2009). 
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Figura 2.5. Cambio angiogénico que muestra la progresión de hiperplasia a tumor hipervascularizado. Se 

representan los factores proangiogénicos y proteasas secretados por las propias células tumorales 

(recuadro violeta) y las células del sistema inmunitario reclutadas en el sitio del tumor (recuadro verde), y 

los factores secretados por las células tumorales para reclutar células inflamatorias (recuadro azul). BMDC: 

células dendríticas derivadas de la médula ósea. Imagen traducida de Saman et al., 2020. 

 

2.1.3.6. Invasión y metástasis 

La principal causa de mortalidad relacionada con el cáncer es la capacidad de las 

células cancerosas para escapar del tumor primario e invadir otros tejidos, lo que se 

conoce como metástasis (Dillekås et al., 2019). Para lograr esa capacidad de invadir y 

establecer tumores secundarios en otras partes del cuerpo, las células tumorales 

desarrollan mecanismos adicionales, como la expresión de nuevas proteínas de 

membrana (como integrinas y cadherinas) y moléculas de adhesión, así como la 

producción de proteasas que les permiten avanzar a través de las células adyacentes y 

la matriz extracelular.  

Este proceso da lugar a una “cascada de invasión y metástasis” que se puede resumir 

en cinco pasos clave: invasión, intravasación, circulación, extravasación y colonización 

(Figura 2.6). En un principio, las células tumorales invaden los tejidos circundantes al 

degradar la membrana basal del epitelio (invasión local). Durante este proceso, pueden 
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acceder a vasos sanguíneos o linfáticos y atravesar sus paredes (intravasación). 

Posteriormente, viajan a través del sistema circulatorio o linfático como células 

tumorales circulantes, ya sea de forma individual o en pequeños grupos, rodeadas de 

plaquetas. Durante esta etapa, solo las células capaces de resistir el estrés mecánico y 

el reconocimiento inmunológico logran sobrevivir. En un momento concreto, se adhieren 

a las células endoteliales y abandonan el flujo sanguíneo o linfático al atravesar 

nuevamente las paredes de los vasos (extravasación). Una vez en su nueva ubicación, 

estas células forman pequeños nódulos conocidos como micrometástasis. Por último, si 

las condiciones del nuevo tejido son favorables, las micrometástasis crecen y se 

multiplican hasta formar tumores macroscópicos (colonización) (Debnath et al., 2021). 

 

 

Figura 2.6. Descripción general de la cascada metastásica. Se representan los cinco pasos clave de la 

metástasis: invasión, intravasación, circulación, extravasación y colonización. Imagen traducida de Fares et 

al., 2020. 

 

Para explicar este proceso por el cual las células tumorales son capaces de 

metastatizar se utiliza el concepto de transición epitelio-mesénquima (EMT, epithelial-

mesenchymal transition). EMT es un programa morfogenético en el que células con 

rasgos epiteliales se convierten en células mesenquimales. En este sentido, las células 
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epiteliales deben perder su polaridad y adhesión a otras células y adquirir la capacidad 

de migrar e invadir. La transición EMT tiene un papel importante en diferentes procesos 

del desarrollo embrionario, la reparación de heridas en el tejido adulto, así como en la 

metástasis del cáncer (Debnath et al., 2021). Durante este programa, se expresan 

factores de transcripción como Snail1/2, Slug, Twist y Zeb1/2, los cuales confieren a las 

células la capacidad de movimiento, esencial para dichos procesos. La transición EMT 

se distingue por la pérdida de las uniones celulares y la adquisición de una morfología 

mesenquimal o fibroblástica en contraste con la forma poligonal de las células epiteliales 

(Figura 2.7). Estos fenotipos también se caracterizan por la expresión de enzimas que 

degradan la matriz extracelular, un incremento en la movilidad celular y una mayor 

resistencia a la muerte celular programada (apoptosis). Todas estas características 

desempeñan un papel crucial en la invasión y formación de metástasis. 

 

Figura 2.7. Características, marcadores y contexto de la transición epitelio-mesénquima. ECM: matriz 

extracelular, EMT: transición epitelio-mesénquima, MET: transición mesénquima-epitelio. Imagen adaptada 

de Debnath et al., 2021.  

 

No obstante, los rasgos característicos del programa EMT no se manifiestan de 

manera uniforme en un tumor, sino que tienden a expresarse en diferentes grados en 

distintas zonas del mismo. Se ha identificado la presencia de diversas subpoblaciones 

tumorales relacionadas con diferentes etapas de la transición EMT: desde estados 

predominantemente epiteliales hasta estados completamente mesenquimales e 

invasivos, incluyendo estados híbridos intermedios (Pastushenko et al., 2018). Esta 

perspectiva concuerda con el papel del microambiente tumoral en la adquisición de la 

capacidad invasiva (Dongre & Weinberg, 2019). 



Introducción  Román Martí Díaz 

28 
 

Las células con capacidad invasiva o metastásica presentan alteraciones en varias 

clases de proteínas involucradas en la unión de las células a su entorno tisular. Estas 

proteínas incluyen moléculas de adhesión célula a célula (CAMs, cell adhesion 

molecules), como las cadherinas dependientes del calcio y las inmunoglobulinas, así 

como las integrinas, que conectan las células con la matriz extracelular. La alteración 

más comúnmente observada en las interacciones célula-entorno en el cáncer involucra 

a la E-cadherina, una molécula responsable de las uniones célula-célula en tejidos 

epiteliales y que contribuye a su morfología laminar al unirse a los dominios 

extracelulares EC1 de moléculas de E-cadherina de células adyacentes. En la mayoría 

de los cánceres epiteliales, parece que se pierde la función de esta molécula debido a 

diversos mecanismos, como la inactivación mutacional de los genes de la E-cadherina, 

la represión transcripcional o la proteólisis del dominio extracelular de la cadherina 

(Wong et al., 2018). Por tanto, la pérdida de la expresión de E-cadherina se considera 

un paso crucial en la adquisición de un fenotipo invasivo. Por el contrario, en las células 

tumorales que han experimentado la transición EMT, se observa la expresión de 

moléculas como N-cadherina, que está asociada con la capacidad de migración. 

Además de las alteraciones en las moléculas de adhesión, las células con capacidad 

invasiva y metastásica experimentan cambios en las integrinas que presentan en su 

superficie. En general, estas células reemplazan las integrinas características del tejido 

epitelial, como las α6β4 que se unen a la membrana basal, por otras integrinas cuya 

expresión parece estar asociada a la degradación de la matriz extracelular (Lamouille et 

al., 2014). La degradación de la matriz extracelular es llevada a cabo por enzimas 

proteolíticas extracelulares llamadas proteasas (Saitoh, 2018). Estas proteasas pueden 

ser sintetizadas tanto por las propias células tumorales como por células del 

microambiente, como los macrófagos asociados al tumor (Kawata et al., 2012). Además, 

estas células del sistema inmunitario pueden ser reclutadas a través de la liberación de 

citoquinas. Por lo tanto, se ha visto que la capacidad de invasión y metástasis es un 

proceso que requiere de la participación de otros componentes del microambiente 

tumoral. 

En definitiva, las células tumorales experimentan cambios en las moléculas de 

adhesión, integrinas y expresión de proteasas que les permiten invadir tejidos cercanos. 

Sin embargo, establecerse en tejidos distantes y formar metástasis macroscópicas 

representa un desafío para estas células, ya que deben adaptarse a los nuevos 

microambientes. El proceso contrario al programa EMT se conoce como transición 

mesénquima-epitelio (MET, mesenchymal-epithelial transition), donde las células 

adquieren fenotipos más epiteliales (Figura 2.7). Esto explica por qué los tumores 
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aparentemente erradicados pueden reaparecer meses o años más tarde en sitios 

metastásicos, cuando las micrometástasis residuales se han adaptado al nuevo entorno 

y han recuperado su capacidad proliferativa (Chaffer et al., 2007). 

La continua investigación y el desarrollo de nuevas técnicas han permitido un mayor 

conocimiento de las características bioquímicas y moleculares asociadas a los procesos 

cancerígenos. Además de las seis marcas descritas previamente, es necesario 

considerar la interacción de las células tumorales con su entorno (microambiente 

tumoral) y con otras células, incluyendo las del sistema inmune. De esta forma, en 2011, 

Hanahan y Weinberg ampliaron el catálogo de marcas distintivas del cáncer al agregar 

dos características adicionales (Hanahan & Weinberg, 2011): 

2.1.3.7. Desregulación del metabolismo energético 

Las células tumorales a menudo se desarrollan en entornos con escasez de 

nutrientes y oxígeno, ya que la vascularización de los tumores no es siempre uniforme 

ni adecuada. Una característica común de estas células es su capacidad para ajustar el 

metabolismo de manera que puedan aprovechar al máximo los nutrientes disponibles y 

mantener su viabilidad, permitiéndoles generar la biomasa necesaria para mantener una 

alta tasa de proliferación (Pavlova & Thompson, 2016). Entre los mecanismos de 

desregulación del metabolismo energético en las células tumorales, destaca la 

absorción desmedida de glucosa (Yoshida, 2015). 

El aumento en el consumo de glucosa ha sido observado en diversos tipos tumorales 

y es fundamental para la visualización de tumores mediante la técnica de tomografía por 

emisión de positrones (PET, positron emission tomography). En esta técnica, se 

monitoriza el consumo de glucosa en los tejidos utilizando 18F-FDG (18F-

fluorodesoxiglucosa), un análogo de la glucosa marcado con flúor radiactivo 

(Almuhaideb et al., 2011). 

En condiciones aeróbicas, las células normales utilizan glucosa como fuente de 

energía, convirtiéndola en piruvato, que luego se metaboliza en las mitocondrias para 

generar ATP mediante la fosforilación oxidativa. Sin embargo, las células tumorales son 

capaces de reprogramar su metabolismo energético de la glucosa incluso en presencia 

de oxígeno, utilizando predominantemente la vía de la glicólisis anaeróbica para producir 

lactato (Warburg, 1956). A este proceso se le conoce como "glicólisis aeróbica" y al 

fenómeno en su conjunto se le denomina "efecto Warburg" (Figura 2.8).  
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Figura 2.8. Efecto Warburg. Respiración celular en tejido diferenciado normal (izquierda) en comparación 

con el efecto Warburg en tejido proliferativo (derecha). LDHA: lactato deshidrogenasa A, PDH complex: 

complejo piruvato deshidrogenasa. Imagen traducida de Bose et al., 2021. 

 

Desde un punto de vista fisiológico, el consumo de nutrientes por parte de las células 

no es constante, sino que está regulado por señales internas y del microambiente. Los 

tumores sólidos a menudo presentan áreas con niveles bajos de oxígeno debido a su 

rápida proliferación celular y la formación anómala de vasos sanguíneos. La presencia 

de hipoxia (niveles reducidos de oxígeno) en el interior del tumor se relaciona con un 

mayor riesgo de invasión, diseminación a otros órganos y mayor mortalidad en los 

pacientes. Las células cancerosas se adaptan a estas condiciones de hipoxia para 

sobrevivir, y para ello, el factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1, hypoxia-inducible factor 

1) juega un papel clave. HIF-1 activa la expresión de genes que codifican proteínas 

responsables de las respuestas adaptativas a hipoxia. Por ejemplo, HIF-1 induce la 

producción de factores como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que 

regula la formación de nuevos vasos sanguíneos, así como transportadores de glucosa 

(como GLUT1) y enzimas glicolíticas (como hexoquinasa), necesarios para el aumento 

en la captación y el metabolismo de la glucosa (Masoud & Li, 2015; Semenza, 2009; 

Tarrado-Castellarnau et al., 2016). Esto resalta la importancia de la reprogramación 

metabólica en el cáncer para mantener la interacción entre las vías de detección de 

oxígeno y detección de nutrientes.  
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En este sentido, la regulación por parte de HIF-1 de múltiples productos genéticos 

involucrados en el metabolismo y la vascularización de los tumores sugiere que la 

inhibición de HIF-1 podría tener un mayor efecto anticancerígeno, en comparación con 

la inhibición de VEGF. HIF-1 es una proteína heterodimérica compuesta por dos 

subunidades, HIF-1α y HIF-1β, que pertenecen a la familia de factores de transcripción 

básicos con un dominio PAS (PER-ARNt-SIM) en su estructura (Wang et al., 1995). 

Mientras que HIF-1β se encuentra en las células de manera constante, HIF-1α se 

produce en mayores cantidades en respuesta a hipoxia. En condiciones normales de 

oxígeno, HIF-1α es sometido a un proceso de hidroxilación que provoca su 

ubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma. Sin embargo, en condiciones 

hipóxicas, la hidroxilación disminuye, HIF-1α se acumula y dimeriza con HIF-1β para 

formar un factor de transcripción capaz de unirse al ADN en los elementos de respuesta 

a hipoxia (HRE, hipoxia-response element) y la activación de la transcripción 

(Balamurugan, 2016). Además de HIF-1α, existe otra proteína llamada HIF-2α, regulada 

también en función de la cantidad de oxígeno disponible, que dimeriza con HIF-1β y se 

une a los HREs. 

Durante mucho tiempo, el papel de la glicólisis aeróbica en la tumorogénesis ha sido 

objeto de debate, ya que implica el uso de un modelo energético de baja eficiencia en 

células que tienden a dividirse rápidamente, lo cual puede parecer contradictorio. La 

hipótesis mayormente aceptada en la actualidad sostiene que, aunque la eficiencia en 

la producción de ATP a través de la glicólisis aeróbica es 18 veces menor que mediante 

la fosforilación oxidativa (Figura 2.9), las células tumorales obtienen otras ventajas al 

utilizar este mecanismo, como la disponibilidad de intermediarios glicolíticos para la 

síntesis de nucleósidos y aminoácidos, así como una mejor respuesta a condiciones de 

hipoxia (Liberti & Locasale, 2016). 

Esta reprogramación metabólica que experimentan las células tumorales también 

tiene consecuencias en el genoma. Las diversas vías metabólicas transmiten 

información sobre el estado metabólico de la célula a varias enzimas reguladoras, 

incluyendo aquellas responsables de depositar y eliminar las marcas epigenéticas en el 

ADN y las histonas (proteínas que permiten la organización del material genético). Entre 

las principales alteraciones en la regulación génica mediada por el metabolismo 

destacan las reacciones controladas por enzimas quinasas metiltransferasas y 

acetiltransferasas (Katada et al., 2012). 

Otra de las consecuencias derivada del elevado consumo de glucosa por parte de 

las células tumorales es la acidificación del medio extracelular (Figura 2.9). La enzima 
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lactato deshidrogenasa convierte el piruvato en ácido láctico, que puede ser exportado 

fuera de la célula mediante el transportador MCT1 (monocarboxylate transport 1). Esta 

liberación de lactato al espacio extracelular mediante MCT1 se asocia con el transporte 

simultáneo de H+, lo que resulta en la acidificación del entorno celular (Vander Heiden 

et al., 2009). Alternativamente, el ácido láctico puede ser neutralizado dentro del citosol 

a través de los iones de bicarbonato (HCO3
-). La neutralización del ácido láctico en el 

citosol mediante iones HCO3
- genera dióxido de carbono (CO2), que se difunde a través 

de la membrana celular y se convierte nuevamente en HCO3
- y H+ gracias a las 

anhidrasas carbónicas (Pavlova & Thompson, 2016; Swietach et al., 2007), lo que 

contribuye a la acidificación del entorno externo. Durante la hipoxia, se incrementa la 

expresión de estas anhidrasas, especialmente la isoforma CAIX (carbonic anhydrase 

IX) (Svastová et al., 2004). El CO2 producido por la vía de las pentosas fosfato y/o por 

las reacciones de descarboxilación mitocondrial también puede contribuir a la 

acidificación del entorno mediante el mismo mecanismo. No obstante, los iones de 

HCO3
- pueden ser posteriormente reabsorbidos por la célula a través de 

cotransportadores de Na+/HCO3
-. 

 

Figura 2.9. Diferencias en el consumo de glucosa entre células normales y cancerosas. OxPhos: 

fosforilación oxidativa. TCA ciclo: ciclo del ácido tricarboxílico. Imagen traducida de Vaupel & Multhoff, 2021.  

 

La acidificación del entorno extracelular contribuye a la progresión y la invasión 

tumoral de diversas formas. En primer lugar, la acidificación estimula la actividad 

proteolítica de las metaloproteinasas de la matriz y las catepsinas, lo que promueve la 
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degradación de los componentes de la matriz extracelular (ECM, extracellular matrix) y 

facilita la invasión tumoral (Rothberg et al., 2013). También se ha visto que, en general, 

altos niveles de lactato promueven una respuesta inmune permisiva o tolerante hacia el 

tumor al disminuir la activación de las células dendríticas y los linfocitos T, así como la 

migración de monocitos (Damgaci et al., 2018; Huber et al., 2017). 

Asimismo, la acidificación modifica el fenotipo de diferentes poblaciones celulares del 

microambiente tumoral. La acumulación de lactato desempeña un papel importante en 

la angiogénesis, el proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos. El lactato 

promueve la estabilización de HIF-1α y activa la señalización a través de las vías NF-κβ 

y PI3K en las células endoteliales. Además, induce la secreción de VEGF por parte de 

las células del estroma (Boedtkjer & Pedersen, 2020).  

2.1.3.8. Evitar la destrucción por el sistema inmune 

Las células del sistema inmune desempeñan un papel crucial en la detección y 

eliminación de células que muestran características malignas en su fenotipo (Lakshmi 

Narendra et al., 2013). Aunque se han dedicado enormes esfuerzos a la caracterización 

de las células T, también se ha demostrado que otras células inmunitarias de los 

sistemas innato y adaptativo, incluidas las células dendríticas, los macrófagos, las 

células asesinas naturales (NK, natural killer) y las células B, contribuyen a la progresión 

tumoral y la respuesta a la inmunoterapia (Zhang & Zhang, 2020). Asimismo, se ha 

observado que los tumores con una mayor infiltración de células inmunes tienen un 

mejor pronóstico en comparación con aquellos con una actividad inmune limitada. Sin 

embargo, las células tumorales han desarrollado diferentes estrategias para modificar o 

evadir la respuesta inmunológica que se dirige contra ellas. Entre las principales 

estrategias que utiliza el tumor para escapar del sistema inmune destacan el 

reconocimiento inmunológico reducido, una mayor resistencia o supervivencia de las 

células cancerosas y el desarrollo de un entorno tumoral inmunosupresor (Muenst et al., 

2016). 

En el contexto de la disminución del reconocimiento inmunológico, existen dos 

mecanismos principales de escape tumoral. Por un lado, se encuentra la insuficiente 

presencia de antígenos tumorales, lo cual afecta principalmente al reconocimiento por 

parte de las células dendríticas. Por otro lado, está la pérdida del complejo mayor de 

histocompatibilidad, así como factores similares a este complejo y coestimuladores, lo 

cual afecta tanto a los linfocitos T como a las células NK (Dhatchinamoorthy et al., 2021). 
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En términos de mayor resistencia o supervivencia, los principales mecanismos de 

evasión del sistema inmunitario incluyen el aumento de la expresión de STAT3 (signal 

transducer and activator of transcription 3), que modula la actividad de las células NK 

(Kida et al., 2013), y el aumento de la expresión de Bcl-2, que desempeña un papel 

esencial en el funcionamiento de los linfocitos B y T (Renault & Chipuk, 2013). 

En el caso del microambiente tumoral, las células cancerosas pueden modular la 

expresión de los puntos de control inmunitario o immune checkpoints, donde destacan 

PD-1 (programmed cell death 1) y CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated protein 

4) (Topalian et al., 2015), así como provocar la liberación de citoquinas supresoras 

(como IL-10 y TGF-β), lo que reduce aún más la capacidad para generar una respuesta 

inmune (Tauriello et al., 2022). Además, este microambiente tumoral permite que los 

macrófagos asociados a tumores (TAM, tumor-associated macrophages) expresen 

enzimas metabólicas como iNOS o arginasa 1 (ambas enzimas conducen al 

agotamiento de la arginina) e IDO (una enzima que conduce al agotamiento del 

triptófano) que inhiben la activación y proliferación de células T (Oh et al., 2020). 

El uso de anticuerpos terapéuticos para bloquear la unión de PD-1 y CTLA-4 (Figura 

2.10) a sus ligandos ha demostrado inducir una respuesta inmune antitumoral en 

diferentes tipos de cáncer (Jiang et al., 2019; Ribas & Wolchok, 2018; X. Wang et al., 

2016; Zou et al., 2016). PD-1 es un receptor expresado en la superficie de las células T 

que al unirse al ligando PD-L1 (programmed death-ligand 1), bloquea la actividad de las 

células T. La expresión de PD-L1 puede ser inducida en diversos tipos celulares, 

incluyendo células tumorales y células del sistema inmunitario tras su exposición a 

citoquinas específicas como el interferón gamma (IFNγ, interferon-gamma). El otro 

ligando de PD-1, PD-L2 (programmed death-ligand 2), también inhibe la activación de 

las células T, pero su actividad es más restringida, ya que lo expresan principalmente 

las células dendríticas y algunas líneas tumorales (Latchman et al., 2001).  

Por otro lado, CTLA-4 ejerce su función por competición con CD28. CTLA-4 y CD28 

son dos receptores presentes en la superficie de los linfocitos T. CTLA-4 actúa como un 

regulador negativo de la activación de los linfocitos T, mientras que CD28 actúa como 

un regulador positivo. Estos receptores compiten por unirse a los ligandos CD80 

(también conocido como B7.1) y CD86 (también conocido como B7.2) situados en las 

células presentadoras de antígenos. Cuando CTLA-4 se une a estos ligandos, se 

produce la inactivación de los linfocitos T, lo que impide su capacidad de atacar a las 

células tumorales. 



Román Martí Díaz  Introducción 

35 
 

Estos avances sugieren que la inmunosupresión juega un papel activo en la inhibición 

de la respuesta inmunitaria antitumoral (Chen & Mellman, 2013). A diferencia de la 

quimioterapia o las terapias dirigidas, la inmunoterapia busca promover una respuesta 

antitumoral dinámica que no se limita a una única característica de las células 

cancerosas, sino que se dirige a múltiples anomalías al mismo tiempo, permitiendo al 

sistema inmunitario distinguir entre células normales y tumorales. 

 

Figura 2.10. Representación esquemática de los principales puntos de control inmunitarios y de sus 

inhibidores. Imagen traducida de Poto et al., 2022. 

 

Las investigaciones más recientes en el campo de la oncología han identificado dos 

nuevas capacidades que, después de años de estudio, también pueden ser 

consideradas características distintivas de las células tumorales, y que promueven el 

desarrollo del proceso tumoral. Así pues, en 2022, se incluyeron la desregulación de la 

plasticidad fenotípica y la senescencia celular (Hanahan, 2022). 

2.1.3.9. Desbloqueo de la plasticidad fenotípica 

Durante el desarrollo de los tejidos y la formación de órganos, las células progenitoras 

experimentan un proceso de diferenciación terminal en el cual dejan de crecer y 

adquieren funciones especializadas para mantener la homeostasis. Esta diferenciación 
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terminal generalmente resulta en la parada de la proliferación celular, lo cual representa 

una barrera importante para el desarrollo de neoplasias. Sin embargo, cada vez existen 

más evidencias que sugieren que desbloquear la capacidad de plasticidad fenotípica, 

que normalmente está restringida, para evadir o escapar del estado de diferenciación 

terminal, es un componente crítico en la patogénesis del cáncer (Yuan et al., 2019). Esta 

plasticidad fenotípica se puede manifestar mediante la desdiferenciación de los estados 

maduros a los progenitores, una diferenciación bloqueada (terminal) de los estados de 

las células progenitoras y la transdiferenciación en diferentes linajes celulares (Figura 

2.11). 

Las células tumorales nacientes que se originan a partir de una célula normal 

diferenciada tienen la capacidad de activar mecanismos que les permiten retroceder a 

un estado de diferenciación anterior, similar al de las células progenitoras 

(desdiferenciación). Por ejemplo, se ha demostrado que los genes MITF, BRAF y ATF2 

están involucrados en la aparición de formas agresivas de melanoma maligno mediante 

procesos de desdiferenciación celular (Köhler et al., 2017; Shah et al., 2010). Asimismo, 

se ha observado en un estudio reciente que la desdiferenciación del linaje está asociada 

con la progresión maligna de neoplasias de células de los islotes pancreáticos a 

carcinomas con alta propensión a metástasis (Saghafinia et al., 2021). Estas células 

neuroendocrinas y los tumores derivados se originan de un linaje de desarrollo distinto 

al que genera un gran número de células adyacentes que forman el páncreas exocrino, 

así como los adenocarcinomas ductales que se originan a partir de este linaje. 

Aunque los casos mencionados previamente ejemplifican cómo la reducción en la 

expresión de factores de diferenciación puede favorecer la formación de tumores al 

permitir que células altamente diferenciadas retrocedan y se conviertan en progenitoras, 

en otros casos, una vez que las células alcanzan este estado de célula progenitora, 

pueden detener el proceso de diferenciación temporalmente, lo que permite la 

expansión del cáncer mediante divisiones que generan más células con estado 

progenitor (bloqueo de la diferenciación). Un ejemplo en el caso del melanoma involucra 

a un factor de transcripción del desarrollo llamado SOX10, que normalmente disminuye 

su expresión durante la diferenciación de los melanocitos. Estudios utilizando un modelo 

de pez cebra de melanoma inducido por BRAF han demostrado que la expresión 

anormalmente sostenida de SOX10 bloquea la diferenciación de las células 

progenitoras neurales en melanocitos, lo que facilita la formación de melanomas 

impulsados por BRAF (Kaufman et al., 2016). 
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Además, también puede ocurrir la transdiferenciación, donde las células tumorales 

pueden modificar la ruta de diferenciación previamente establecida y adquirir un nuevo 

programa de desarrollo, dando lugar a un tipo celular diferente que no se encuentra 

presente en el tejido de origen. Durante el desarrollo del adenocarcinoma ductal 

pancreático (PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma), las células acinares 

pancreáticas pueden experimentar transdiferenciación hacia un fenotipo de célula 

ductal, lo que acelera el desarrollo de PDAC invasivo (Krah et al., 2015). 

Estos diferentes ejemplos respaldan la idea de que la plasticidad celular es una 

característica común en varios contextos tumorales, que desempeña un papel crucial 

en el mantenimiento de la actividad tumoral y la resistencia a las terapias. 

 

Figura 2.11. Representación de diversos tipos de diferenciación celular en la patogénesis del cáncer. 

Imagen traducida de Hanahan, 2022. 

 

2.1.3.10. Senescencia celular 

La senescencia celular se refiere al estado en el que las células han perdido su 

capacidad para dividirse y proliferar, utilizado como un mecanismo para mantener la 

homeostasis. Durante la senescencia, se inhibe el ciclo celular y se producen cambios 

morfológicos y metabólicos que dan lugar a la activación de un fenotipo secretor 

asociado a la senescencia (SASP, senescence-associated secretory phenotype), que 

implica la liberación de citoquinas, quimioquinas y proteasas. Este proceso 

generalmente se desencadena en respuesta a condiciones de estrés microambiental, 

falta de nutrientes, daño en el ADN u orgánulos celulares, o alteraciones en las vías de 

señalización (Birch & Gil, 2020; Gorgoulis et al., 2019).  
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La senescencia celular ha sido reconocida durante mucho tiempo como un 

mecanismo protector contra el desarrollo de neoplasias, en el cual se induce a las 

células cancerosas a entrar en un estado de senescencia (Lee & Schmitt, 2019). La 

mayoría de los factores que desencadenan este programa de senescencia están 

asociados con la malignidad, especialmente el daño al ADN debido a una proliferación 

descontrolada, conocida como senescencia inducida por oncogenes, y la senescencia 

inducida por terapias, causada por el daño celular y genómico resultante de la 

quimioterapia y la radioterapia. Sin embargo, investigaciones recientes han relacionado 

la aparición de la senescencia con un mayor desarrollo tumoral en ciertos contextos. 

Esto se debe principalmente al efecto del fenotipo SASP adquirido por las células 

senescentes presentes en el microentorno tumoral, lo que favorece procesos como la 

proliferación, angiogénesis, invasión e inhibición de la apoptosis. Además, las células 

tumorales pueden revertir este fenotipo senescente, adquiriendo nuevas características 

proliferativas que les confieren resistencia a las terapias, o incluso las propias células 

del microambiente tumoral, como los fibroblastos asociados al cáncer (CAF, cancer 

associated fibroblast) o las células inmunes, pueden adoptar este fenotipo (Faget et al., 

2019). 

Para explicar cómo las células adquieren estas capacidades necesarias para 

desarrollar y progresar en el proceso oncogénico, se han propuesto una serie de 

"características habilitadoras" que explican los mecanismos mediante los cuales las 

células adquieren las denominadas "características o marcas distintivas del cáncer". 

Estas características habilitadoras se han actualizado a medida que se ha aumentado 

el conocimiento sobre el proceso tumoral. En un estudio inicial, se consideró que la 

inestabilidad genómica era el factor principal, ya que provocaba alteraciones aleatorias 

en el genoma, incluyendo la reorganización cromosómica (Hanahan & Weinberg, 2000). 

Posteriormente, se han incorporado otras características, como el estado inflamatorio 

de las lesiones pre-malignas y malignas, que está determinado en gran medida por las 

células del sistema inmune (Hanahan & Weinberg, 2011), así como la reprogramación 

epigenética no mutacional y los polimorfismos microbianos (Hanahan, 2022). 

2.1.3.11. Inestabilidad genética y mutaciones 

La adquisición de las distintas marcas mencionadas previamente depende en gran 

parte de una serie de modificaciones en los genomas de las células tumorales. Algunos 

genotipos mutantes proporcionan una ventaja selectiva a las subpoblaciones de células, 

lo que les permite crecer y dominar en un entorno tisular específico. Como resultado, el 

avance del tumor puede entenderse como una serie de etapas desencadenadas por la 
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adquisición fortuita de genotipos mutantes beneficiosos en las que se expanden clones 

celulares sucesivamente.  

Los sistemas de mantenimiento del genoma tienen la capacidad de detectar y corregir 

defectos en el ADN, lo que generalmente resulta en tasas bajas de mutación espontánea 

en cada generación celular. Sin embargo, durante la adquisición de las mutaciones 

necesarias para impulsar la tumorogénesis, las células cancerosas suelen aumentar su 

tasa de mutación. Esto puede ser resultado de una mayor sensibilidad a agentes 

mutagénicos, fallos en los componentes de la maquinaria de mantenimiento del 

genoma, o una combinación de ambos factores. Además, la acumulación de mutaciones 

puede ser acelerada al comprometer los sistemas de vigilancia que normalmente 

controlan la integridad genómica y llevan a las células dañadas genéticamente a la 

senescencia o apoptosis. En este sentido, el gen TP53 desempeña un papel 

fundamental y se le conoce como el "guardián del genoma" (Jackson & Bartek, 2009; 

Sigal & Rotter, 2000). 

Se ha observado una amplia variedad de defectos que afectan a diferentes 

componentes de la maquinaria de mantenimiento del ADN, incluyendo genes 

involucrados en la identificación de daños en el ADN, activación de la maquinaria de 

reparación del ADN dañado e inactivación de agentes mutagénicos (Carusillo & 

Mussolino, 2020; Negrini et al., 2010). Otra fuente de inestabilidad genómica en los 

tumores es la pérdida del ADN telomérico, lo que puede resultar en inestabilidad 

cariotípica y la amplificación o deleción de segmentos cromosómicos (Lansdorp, 2022). 

La telomerasa, en este contexto, va más allá de ser una característica habilitadora del 

potencial replicativo ilimitado y se añade a la lista de proteínas responsables del 

mantenimiento de la integridad del genoma. 

2.1.3.12. Inflamación mediada por el tumor 

Desde hace tiempo, se ha observado que prácticamente todas las regiones 

tumorales muestran infiltración de células del sistema inmune. Inicialmente, se creía que 

esta reacción inflamatoria era principalmente un esfuerzo del sistema inmunitario para 

erradicar los tumores y, de hecho, cada vez hay más pruebas de la existencia de una 

respuesta inmune contra los tumores en diversos tipos de cáncer, lo que ejerce presión 

sobre el tumor para evadir su destrucción por medio del sistema inmune (Dvorak, 2019). 

Sin embargo, investigaciones posteriores han revelado que esta respuesta inflamatoria 

asociada al tumor promueve la adquisición de varias características distintivas de las 

células tumorales mediante la liberación de moléculas bioactivas en el microambiente 

tumoral, como factores de crecimiento que favorecen la señalización proliferativa, 
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factores de supervivencia que evitan la muerte celular, factores que facilitan la 

angiogénesis, invasión y metástasis, y señales que inducen la activación de la transición 

epitelio-mesénquima y otros programas que favorecen el desarrollo tumoral (DeNardo 

et al., 2010; Talmadge et al., 2007). La inflamación destaca en las etapas tempranas del 

desarrollo de tumores y puede promover el avance de lesiones preneoplásicas a 

cánceres plenamente desarrollados (Kim & Bae, 2016). En definitiva, la inflamación se 

considera una característica que contribuye a la adquisición de capacidades distintivas 

por parte de las células tumorales. 

2.1.3.13. Reprogramación epigenética no mutacional 

Además de la inestabilidad genómica y mutacional como factor clave en la formación 

y progresión del cáncer, también existen mecanismos epigenéticos de reprogramación, 

como la metilación del ADN y las modificaciones de las histonas y proteínas no histonas, 

que contribuyen al desarrollo y progresión del tumor (Berdasco & Esteller, 2010; Jones 

& Baylin, 2007). Estos mecanismos epigenéticos son aquellos implicados en los 

cambios de los patrones de expresión génica que no modifican la secuencia de ADN. 

Las alteraciones epigenéticas más estudiadas son la metilación del ADN, que consiste 

en la adición de grupos metilo a ciertas regiones del genoma, y la modificación de las 

proteínas histonas que rodean al ADN, lo que afecta su accesibilidad para la maquinaria 

celular que regula la transcripción génica. De igual manera, numerosos estudios 

incorporan también a la metilación de proteínas no histonas como una alteración 

epigenética que participa en la regulación de diversos procesos biológicos, incluido el 

cáncer (Lan & Shi, 2009; Yang & Bedford, 2013). 

La metilación del ADN es una modificación epigenética ampliamente estudiada que 

implica la unión de un grupo metilo al residuo de citosina en el ADN, formando 5-

metilcitosina (5mC). La principal ubicación de la metilación del ADN son las islas de 

citosina-fosfato-guanina (CpG) que se encuentran en los promotores de los genes. Un 

aumento en la metilación de estas islas CpG puede modificar la estructura de la 

cromatina y reprimir la expresión de los genes, mientras que la desmetilación del ADN 

puede activar la expresión génica. Las modificaciones de histonas se producen en las 

colas N-terminales de estas proteínas, regulando así la estructura y función de la 

cromatina. En estas modificaciones epigenéticas destacan procesos de acetilación y 

metilación, aunque también incluyen ubiquitinación, fosforilación y ADP-ribosilación. En 

general, la acetilación de histonas relaja la estructura de la cromatina y activa la 

expresión de genes, mientras que la desacetilación de histonas silencia la expresión de 

genes. En cambio, la metilación de histonas y sus efectos en la transcripción son más 
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complejos y pueden tanto activar como reprimir genes según el residuo específico que 

adquiera un grupo metilo (Luo et al., 2021). 

Por otro lado, la metilación en determinados aminoácidos de las proteínas no 

histonas ha surgido recientemente como una modificación predominante que ocurre en 

numerosas proteínas, extendiendo así su papel mucho más allá del código de histonas 

(Wu et al., 2017). Se ha descubierto que esta modificación regula la actividad de ciertas 

proteínas, sus interacciones con otras proteínas y su relación con otras modificaciones 

postraduccionales, convirtiéndose en un coordinador esencial de diversos procesos 

biológicos, como la reparación del ADN, crecimiento celular, metabolismo y 

transducción de señales, entre otros.  

Existen cada vez más evidencias que sugieren que esta reprogramación epigenética 

no mutacional desempeña un papel importante en la obtención de características 

distintivas durante el desarrollo y la progresión del tumor maligno (Hanahan, 2022). En 

este sentido, se ha demostrado que el microambiente tumoral puede causar cambios 

epigenéticos que promueven el crecimiento y la invasividad de las células cancerosas. 

La hipoxia, la falta de nutrientes o la modificación de la matriz extracelular son ejemplos 

de factores que contribuyen a la reprogramación epigenética de las células cancerosas 

(Gameiro & Struhl, 2018; Odenthal et al., 2016; Thienpont et al., 2016). También se ha 

descubierto que existen cambios epigenéticos no basados en mutaciones que 

contribuyen a la diversidad fenotípica del tumor y, por tanto, están relacionados con la 

progresión del tumor. Por ejemplo, la expresión dinámica de la histona H1 y la 

plasticidad regulada epigenéticamente en los carcinomas de células escamosas orales 

(Puram et al., 2017; Torres et al., 2016). Otro ejemplo se refleja mediante el hecho de 

que las células del estroma tumoral, como los fibroblastos asociados al tumor, células 

del sistema inmune y células endoteliales, son influenciadas por las células tumorales, 

lo que modifica su actividad y favorece la proliferación e invasión del tumor. Estas 

modificaciones suelen estar acompañadas de alteraciones epigenéticas en las células 

del estroma, lo que afecta a la liberación de sustancias reguladoras como citoquinas, 

quimioquinas o factores de crecimiento, y altera su propia actividad celular (Lu et al., 

2020). Además, estudios realizados en nuestro grupo de investigación evidenciaron que 

el bloqueo de la maquinaria epigenética de las células tumorales permitió no solo su 

eliminación, sino también mejorar la resistencia de estas células a otras terapias 

convencionales, como la quimio-, la radio- o la inmunoterapia (Montenegro et al., 2012, 

2015, 2020). Si bien es cierto que la mayoría de científicos siempre han considerado a 

la metilación del ADN o de las proteínas histonas como mecanismos epigenéticos, los 

hallazgos de nuestro grupo respaldan la idea de que al dirigirnos a la maquinaria 
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epigenética, también alteramos los patrones de metilación de otras proteínas no 

histonas, como SET9 o PRMT1 (Montenegro et al., 2016b, 2020). 

2.1.3.14. Polimorfismos microbianos 

En el cuerpo humano residen billones de microorganismos (como hongos, bacterias 

y virus) que interactúan constantemente con el huésped en diferentes sitios, incluida la 

piel y las superficies mucosas como el tracto gastrointestinal, durante todo el desarrollo. 

Cada vez más se aprecia que los ecosistemas generados por estos microorganismos 

(los microbiomas) influyen en la salud y en la enfermedad (Thomas et al., 2017). Este 

papel del microbioma ha adquirido relevancia con el avance del conocimiento sobre su 

funcionalidad para el organismo. Investigaciones recientes se centran en explorar cómo 

las alteraciones en el microbioma pueden influir en los procesos cancerígenos, tanto 

favoreciéndolos como inhibiéndolos (Dzutsev et al., 2017; Helmink et al., 2019). En 

particular, se ha estudiado la posible relación entre el microbioma intestinal y el cáncer 

de colon, buscando asociaciones entre la presencia de ciertos microorganismos y la 

incidencia de este tipo de cáncer (Sears & Garrett, 2014). Aunque no se comprende 

completamente el mecanismo detrás del papel de ciertos microorganismos en la 

formación de tumores, se sugiere que podría estar relacionado con el aumento de la 

inestabilidad genómica de las células debido a toxinas bacterianas o compuestos que 

estimulen la proliferación celular. Además, el microbioma puede modular la respuesta 

inmunitaria mediante la expresión de ciertas citoquinas y metabolitos microbianos, lo 

que podría afectar al entorno celular y provocar inmunosupresión (Sepich-Poore et al., 

2021). También se han identificado relaciones entre ciertas bacterias y tumores sólidos 

específicos, lo que destaca la influencia del microbioma en el desarrollo y progresión del 

cáncer (Nejman et al., 2020). 

A pesar de que este conjunto de características permite diseñar un esquema con las 

principales marcas que definen a las células y el proceso tumoral (Figura 2.12), así 

como establecer algunas teorías sobre el origen de este proceso (Jassim et al., 2023), 

el cáncer continúa siendo uno de los desafíos más grandes para la salud global, ya que 

sigue afectando a millones de personas en todo el mundo (Sung et al., 2021). Además 

de ser un proceso muy complejo, donde influyen factores como cambios mutacionales 

y no mutacionales, microambiente y sistema inmune, el cáncer es una enfermedad 

heterogénea con variabilidad tanto entre tumores (heterogeneidad intertumoral) como 

en los genotipos y fenotipos de las células dentro de un mismo tumor (heterogeneidad 

intratumoral).  
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A medida que la investigación avanza, es probable que nuevas características sean 

incorporadas en el futuro para lograr una caracterización más precisa y fiel de la realidad 

sobre el origen y progresión del cáncer, siguiendo una evolución constante desde las 

primeras clasificaciones hasta la actualidad. 

 

 

Figura 2.12. Características distintivas del cáncer. Características moleculares, bioquímicas y celulares que 

las células tumorales adquieren en la mayoría de las situaciones. Imagen traducida de Hanahan, 2022. 
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2.2. CÁNCER DE PIEL 

El cáncer de piel es la forma más prevalente de neoplasia en los seres humanos y 

su incidencia ha experimentado un incremento global en los últimos años. 

Históricamente, el cáncer de piel ha sido clasificado en dos categorías principales: el 

cáncer de piel no melanoma y el melanoma, siendo este último el responsable de la 

mayoría de las muertes por este tipo de cáncer. Así pues, gran parte de esta Tesis 

Doctoral se ha centrado en el estudio específico del cáncer de piel tipo melanoma. 

 CÁNCER DE PIEL DE TIPO NO MELANOMA 

El cáncer de piel no melanoma abarca todos los tipos de cáncer que se desarrollan 

a partir de las diversas células que forman la piel, excluyendo a los melanocitos. Dentro 

de esta categoría, destacan el carcinoma basocelular y el carcinoma de células 

escamosas, ya que en conjunto representan más del 95% de todos los cánceres de piel 

no melanoma (Didona et al., 2018). 

El carcinoma de células basales o basocelular es la forma más frecuente de cáncer 

de piel representando el 75% de los carcinomas cutáneos. Se origina en las células del 

estrato basal, que es la capa más interna de la epidermis (Figura 2.13). Por lo general, 

se asocia con una exposición acumulativa de radiación ultravioleta (UV) y se caracteriza 

por su aparición en la cabeza y el cuello como una protuberancia en la piel que puede 

tener un aspecto brillante y presentar pequeños vasos sanguíneos o incluso 

ulceraciones. Es un tipo de carcinoma de crecimiento lento que raramente se disemina 

a otras áreas del cuerpo ni suele ser mortal para el individuo. Sin embargo, si no es 

tratado, puede provocar desfiguración, sangrado y destrucción local en áreas como los 

ojos, nariz, orejas y labios. 

El carcinoma de células escamosas o espinocelular se desarrolla a partir de las 

células del estrato espinoso de la epidermis (Figura 2.13), mayoritariamente 

queratinocitos, y representa aproximadamente el 25% de todos los cánceres de piel no 

melanoma. Por lo general, suele originarse en las áreas de la piel más expuestas la 

radiación ultravioleta; sin embargo, a diferencia del carcinoma basocelular, también 

puede surgir en otras partes del cuerpo, como los genitales, mucosas, palmas de las 

manos y plantas de los pies. Inicialmente, se manifiesta como una zona roja con una 

superficie escamosa y costrosa que no cicatriza. A medida que progresa, el tumor puede 

volverse nodular y firme, a veces con una superficie verrugosa. Con el tiempo, se 

convierte en una úlcera abierta y se expande hacia el tejido subyacente. Además, 
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ocasionalmente, puede extenderse a ganglios linfáticos regionales u otros órganos 

causando cánceres secundarios. 

 

Figura 2.13. Representación gráfica de los estratos y tipos celulares de la epidermis (capa externa de la 

piel). Imagen traducida de la página web Vector Stock.  

 

Además, dentro de esta categoría se engloban otros tipos de cáncer menos 

comunes, tales como el carcinoma de glándulas sebáceas, el adenocarcinoma de 

glándulas sudoríparas, el carcinoma de células de Merkel o neuroendocrino, algunos 

linfomas cutáneos y varios sarcomas como el sarcoma de Kaposi, el angiosarcoma, el 

dermatofibrosarcoma protuberante y el sarcoma epitelioide. 

 MELANOMA 

Es una neoplasia que se origina en los melanocitos, las células encargadas de 

proporcionar coloración a la piel, el cabello y los ojos mediante la producción del 

pigmento melanina. Aunque el melanoma afecta principalmente a la piel en un 90% de 

los casos, también puede surgir de melanocitos no cutáneos presentes en la coroides 

del ojo, las leptomeninges y los tractos genitourinario y gastrointestinal. Este tipo de 

cáncer tiene una alta capacidad de propagación a otros órganos (metástasis) y, a pesar 

de ser menos común que los cánceres de piel tipo no melanoma, representa el 75% de 

las muertes por cáncer de piel. Detectar el melanoma en etapas tempranas es 

especialmente crucial, ya que la tasa de supervivencia disminuye drásticamente a 

medida que el tumor penetra más profundamente en la dermis. 
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Existen cuatro subtipos histológicos de melanoma cutáneo: el melanoma de 

extensión superficial, el melanoma nodular, el melanoma de lentigo maligno y el 

melanoma lentiginoso acral (Scatena et al., 2021). 

El melanoma de extensión superficial es el tipo más común de melanoma, 

representando el 70% de los casos, es generalmente asintomático y se localiza 

principalmente en las piernas y el torso. Se origina normalmente a partir de un lunar 

existente, el cual crece sin penetrar las capas más profundas de la piel. La lesión suele 

ser plana e irregular con áreas de diferente pigmentación, de color marrón claro u 

oscuro.  

El melanoma nodular representa aproximadamente del 15 al 30% de los casos de 

melanoma. Puede aparecer en cualquier parte del cuerpo y se presenta como una 

pápula o placa protuberante de color oscuro, con tonalidades que varían desde el gris 

perlado hasta el negro. En algunas ocasiones, las lesiones pueden carecer de pigmento. 

El melanoma nodular tiende a desarrollarse rápidamente, penetrando en las capas 

internas de la piel. 

El melanoma in situ o lentigo maligno supone el 10% de los melanomas y suele 

aparecer en personas de edades avanzadas como una mancha muy pigmentada, 

irregular y de larga evolución. Es más frecuente en áreas de la piel más expuestas a la 

radiación UV, como la cara, el cuello y los brazos. Es el tipo menos agresivo, pudiendo 

permanecer en su lugar (in situ) durante varios años hasta que se observa 

endurecimiento o ulceración, lo que indica su progresión hacia un melanoma invasivo. 

El melanoma lentiginoso acral representa la variante menos frecuente de melanoma, 

alrededor del 5% de los casos. Es el tipo más común en individuos de piel oscura. Suele 

manifestarse en las palmas de las manos, las plantas de los pies o debajo de las uñas. 

Se inicia como una mancha superficial con pigmentación irregular en distintos tonos, y 

luego se extiende de forma radial antes de volverse infiltrante. 

2.2.2.1. Melanocitos y melanoma 

El melanoma cutáneo se desarrolla debido al crecimiento descontrolado de los 

melanocitos epidérmicos. Los melanocitos son células especializadas derivadas de la 

cresta neural que se localizan principalmente en la piel y los ojos, y son responsables 

de producir melaninas, los pigmentos que determinan el color de la piel, pelo y ojos 

(Ostrowski & Fisher, 2021). Concretamente, los melanocitos cutáneos se originan a 

partir de progenitores de la cresta neural que migran hacia la piel durante el desarrollo 

embrionario. En la piel, estos melanocitos se encuentran en el estrato basal de la 
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epidermis (Figura 2.13), donde su actividad está regulada por los queratinocitos 

epidérmicos (J. X. Wang et al., 2016). 

En respuesta a la radiación UV, los queratinocitos secretan factores que activan a los 

melanocitos para producir melanina (Figura 2.14). Este proceso se debe al daño en el 

ADN causado por la luz UV, lo que lleva a la estabilización de la proteína supresora de 

tumores p53. Esta proteína induce la expresión de la proopiomelanocortina (POMC) 

para producir la hormona estimulante de los melanocitos (α-MSH, alpha melanocyte 

stimulating hormone), la cual es liberada por los queratinocitos (Cui et al., 2007). 

La hormona α-MSH actúa sobre los melanocitos a través de la unión a su receptor, 

el receptor de melanocortina 1 (MC1R, melanocortin 1 receptor). Este receptor es 

altamente polimórfico y ciertas variantes no activan la señalización intracelular, lo que 

se asocia con el fenotipo de cabello pelirrojo y piel clara (Mitra et al., 2012). La activación 

de MC1R aumenta los niveles de AMPc, lo que activa a la proteína quinasa A (PKA, 

protein kinase A) y esta a su vez activa al factor de transcripción CREB (cAMP-response 

element binding protein), el cual induce una mayor expresión del factor de transcripción 

MITF (microphthalmia-associated transcription factor) en los melanocitos. A su vez, 

MITF estimula la expresión de los genes implicados en la síntesis de melanina y la 

formación de melanosomas. La melanina producida es almacenada en los 

melanosomas y transportada hacia los queratinocitos que distribuyen los melanosomas 

alrededor del núcleo para proteger su ADN de los efectos nocivos de la exposición UV 

(Figura 2.14). 

Las dos formas más comunes de melanina son la eumelanina, que presenta un color 

que va del marrón al negro, y la feomelanina, que tiene un color que va del amarillo al 

rojo (Ostrowski & Fisher, 2021). La eumelanina tiene la capacidad de absorber la 

radiación UV dañina y convertirla en calor mediante un proceso químico conocido como 

conversión interna. Esta característica fotoprotectora permite que la melanina sea capaz 

de disipar casi toda la radiación UV en forma de calor, protegiendo así el ADN genómico 

de posibles daños. En cambio, la feomelanina no muestra esta capacidad de absorción 

de luz UV e incluso puede contribuir a la generación de especies reactivas de oxígeno 

(Nasti & Timares, 2015). 
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Figura 2.14. Función de MITF en el proceso de producción de melanina en la piel humana. AMPc: adenosín 

monofosfato cíclico, CRE: elemento de respuesta al AMPc, CREB: proteína de unión a CRE, CRTC: 

coactivador transcripcional regulado por CREB, MC1R: receptor de melanocortina 1, MITF: factor de 

transcripción asociado a microftalmia, α-MSH: hormona estimulante de los melanocitos alfa, PKA: proteína 

quinasa A, POMC: proopiomelanocortina, SIK: quinasa inducible por sal, TYR: tirosinasa, TYRP1: proteína 

1 relacionada con la tirosinasa. Imagen traducida de Hida et al., 2020. 

 

2.2.2.2. Patogénesis del melanoma 

Desde finales del siglo XX, se postula que el melanoma sigue un modelo de 

progresión secuencial (Clark et al., 1984). Según el modelo de Clark, la progresión del 

melanoma se inicia con una proliferación anómala de melanocitos, debido 

mayoritariamente a alguna alteración genética provocada por la radiación UV, lo que 

origina los lunares atípicos. Estos lunares pueden evolucionar hacia una fase de 

crecimiento radial donde hay una expansión superficial de melanocitos confinada a la 

epidermis y con bajo potencial invasivo de la dermis. Finalmente, las células ingresan 

en una fase de crecimiento vertical, adquiriendo la capacidad de invadir la dermis y 

alcanzar los vasos sanguíneos o linfáticos para metastatizar, principalmente en el 

hígado, pulmón y cerebro (Figura 2.15). Sin embargo, no todos los melanomas se 
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desarrollan a partir de lunares previos. Otros modelos postulan que los melanomas 

cutáneos malignos pueden surgir directamente como tumores de crecimiento radial o 

vertical a partir de un único melanocito transformado (Rastrelli et al., 2014). 

 

 

Figura 2.15. Representación gráfica del modelo de desarrollo y progresión secuencial del melanoma. 

Imagen adaptada de la página web McMaster Pathophysiology Review. 

 

2.2.2.3. Epidemiología 

De acuerdo con las más recientes estimaciones proporcionadas por la base de datos 

GLOBOCAN (global cancer observatory), en el año 2020 se diagnosticaron 

aproximadamente 325000 nuevos casos de melanoma maligno cutáneo, y se 

documentaron alrededor de 57000 fallecimientos a nivel global debido a esta 

enfermedad (Figura 2.16A). Además, se proyecta un notable incremento de 

aproximadamente 185000 nuevos casos de melanoma para el año 2040 (Figura 2.16B), 

lo cual resalta la importancia de abordar eficazmente su diagnóstico y tratamiento. 
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Figura 2.16. Datos estimados tanto de muertes como de nuevos casos de melanoma por cada 100000 

habitantes, a nivel mundial. A) Número estimado de muertes por melanoma en 2020. B) Número estimado 

de nuevos casos de melanoma desde 2020 hasta 2040. Imagen obtenida y traducida de GLOBOCAN el 10 

de agosto de 2023. 

 

La gran mayoría de los casos diagnosticados en 2022, alrededor del 85%, se 

producen en los continentes más desarrollados, tales como Oceanía, Norte de América 

y Europa. En estos lugares, el melanoma ocupa el sexto lugar como el cáncer 

diagnosticado con mayor frecuencia (Figura 2.17A). Estas variaciones en la distribución 

del melanoma han sido relacionadas con modificaciones en los hábitos de exposición a 

la radiación ultravioleta solar por parte de la población mundial. Asimismo, se ha visto 

que el riesgo de desarrollar melanoma cutáneo es aproximadamente 10 veces mayor 

en la población de piel clara que en la población de piel oscura, debido probablemente 

a la mayor sensibilidad de la piel clara a la exposición solar (Raimondi et al., 2020). 

Los países del continente africano y del asiático, donde la población tiene fototipos 

altos de piel, más adaptados para resistir niveles elevados de radiación ultravioleta, se 

caracterizan por presentar las tasas de incidencia más bajas de melanoma a nivel 

mundial (Figura 2.17B). Esto también puede deberse en parte a que en estas regiones 

no hay una cultura de ocio centrada en la exposición solar como ocurre en países con 

tasas más altas de incidencia. Además, las personas suelen cubrirse con ropas amplias 

por razones culturales, lo que actúa como una barrera de protección frente a la radiación 

UV. 
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Figura 2.17. Datos estimados tanto de nuevos casos de cáncer en países más desarrollados como de las 

tasas de incidencia de melanoma en todo el mundo. A) Número estimado de nuevos casos de cáncer en 

2020 en los países de América del Norte, Oceanía y Europa. B) Tasas de incidencia de melanoma de piel 

por cada 100000 habitantes en 2020, a nivel mundial. Imagen obtenida y traducida de GLOBOCAN el 10 

de agosto de 2023. 

 

En Europa, se han registrado tasas de incidencia intermedias de melanoma, donde 

los valores más elevados se han observado en los países escandinavos (Figura 2.18). 

Esta situación parece estar relacionada con la costumbre social establecida de los 

habitantes de estos países nórdicos, quienes tienen fototipos bajos de piel y suelen 

realizar actividades turísticas en regiones más soleadas del Mediterráneo, donde se 

llevan a cabo patrones intensos de exposición solar (Garbe & Leiter, 2009). 

 

Figura 2.18. Datos estimados de las tasas de incidencia de melanoma de piel por cada 100000 habitantes 

en 2020, a nivel de Europa. Imagen obtenida y traducida de GLOBOCAN el 10 de agosto de 2023. 
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A pesar de que en España la incidencia de melanoma ha aumentado más de 10 

veces en las últimas décadas, el país muestra una de las tasas más bajas de incidencia 

y mortalidad por esta enfermedad en comparación con otros países europeos. Entre los 

lugares con las tasas de incidencias más altas se encuentran Navarra, Zaragoza, 

Tarragona, Granada, Mallorca, Murcia, Canarias, Albacete, Asturias y Cuenca, 

abarcando aproximadamente el 15% de la población del país. En España, al igual que 

en otros lugares del mundo, se ha observado un aumento en la tasa de mortalidad por 

melanoma en las últimas décadas, aunque a partir de los años 90 comenzó a 

estabilizarse. Esto posiblemente sea debido a un diagnóstico y tratamiento quirúrgico 

tempranos (Sáenz et al., 2005). La edad promedio de aparición del melanoma es 

aproximadamente a los 55 años, aunque puede variar según el grosor y el tipo 

histológico. Por ejemplo, los melanomas de extensión superficial, generalmente de 

menor grosor, suelen manifestarse en personas más jóvenes, mientras que los 

melanomas nodulares y los lentigos malignos tienden a afectar a individuos mayores. 

Además, la tasa de incidencia es muy parecida en hombres y mujeres (Sung et al., 

2021). 

2.2.2.4. Factores de riesgo 

La principal causa del melanoma es la exposición a la radiación UV. Sin embargo, 

también existen otros factores de riesgo significativos como antecedentes familiares de 

la enfermedad, la cantidad de nevi (lunares), el fototipo de piel clara y la 

inmunosupresión. 

Radiación UV 

Estudios epidemiológicos han demostrado que la exposición intensa e intermitente a 

la radiación UV y las quemaduras solares, especialmente durante la infancia, son los 

factores de mayor riesgo para el desarrollo del melanoma (Leiter et al., 2014). Además, 

el uso de aparatos de bronceado artificial, como lámparas y cabinas de bronceado, que 

emiten radiación UV directamente sobre la piel, también se ha asociado con un 

significativo aumento del riesgo de melanoma, especialmente si se reciben múltiples 

sesiones y se inicia a una edad temprana (Dessinioti & Stratigos, 2022). 

La radiación solar o luz solar se compone de las regiones del ultravioleta, infrarrojo y 

visible del espectro electromagnético. Los rayos UV son el componente más energético 

de la radiación solar y se dividen en UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) y UVC (200-

290 nm) según su longitud de onda. Cuanto mayor es la longitud de onda de la radiación 

UV, mayor es su capacidad de penetrar en la piel, aunque su energía se reduce. La 
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mayoría de los rayos UVA y una parte de los rayos UVB llegan a la superficie terrestre, 

mientras que los rayos UVC son absorbidos por la atmósfera y la capa de ozono. No 

obstante, a pesar de que los rayos UVA tienen menor energía, pero pueden penetrar 

más en la piel, se ha demostrado que los rayos UVB son los responsables de causar el 

mayor daño cutáneo. Así pues, la investigación sobre los efectos de la radiación UV 

solar en la piel se ha centrado principalmente en los rayos UVA y UVB debido a su 

alcance y efectos (Mohania et al., 2017). 

En 1992, la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer determinó que la 

radiación solar, específicamente la radiación UV de la luz solar, es un carcinógeno 

humano. Cuando la radiación UV llega a la piel, es absorbida por moléculas 

fotosensibles conocidas como cromóforos. El ADN es un cromóforo directamente 

afectado por la radiación UVB, lo cual ocasiona la formación de fotoproductos como los 

dímeros de pirimidina de ciclobutano (CPD, cyclobutane pyrimidine dimer) y pirimidina 

6-4 pirimidona. Aunque la maquinaria de reparación del ADN generalmente trata de 

corregir estos daños, los CPD y las pirimidinas 6-4 pirimidonas que no son reparados 

adecuadamente pueden originar mutaciones en las células de la piel, especialmente 

transiciones de las bases nitrogenadas C→T y CC→TT. Por otro lado, la radiación UVA, 

al llegar a la piel, tiene la capacidad de excitar cromóforos endógenos, generando 

especies reactivas de oxígeno que pueden causar daño oxidativo en el ADN, 

especialmente en las bases de guanina. Este daño conduce a la formación de 7,8-

dihidro-8-oxoguanina (8-oxoG), una lesión que si no es reparada correctamente puede 

dar lugar a transversiones G→T y transiciones G→A en el ADN (Garibyan & Fisher, 

2010). 

Las mutaciones inducidas por la radiación UV en genes clave relacionados con la 

regulación del ciclo celular, la apoptosis, la reparación del ADN y otras vías esenciales, 

son factores cruciales en la formación del melanoma. Los estudios realizados han 

demostrado que la luz UV es la responsable de causar mutaciones en genes 

importantes asociados al melanoma, como CDKN2A, PTEN, TP53, KIT, TERT, NRAS y 

BRAF (Loras et al., 2022). 

Además, la radiación UV tiene un efecto inmunosupresor a nivel sistémico, debido a 

la producción de citoquinas proinflamatorias y supresoras que regulan a la baja la 

inmunidad mediada por células y alteran el número y función de las células de 

Langerhans en la piel. La radiación UV también ha sido asociada a la generación de 

células T reguladoras que suprimen la respuesta inmunitaria hacia antígenos 

específicos, creando un entorno propicio para el crecimiento de tumores de piel.  
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Estos hallazgos son cruciales para comprender los mecanismos por los cuales la 

radiación UV altera el sistema inmunitario y promueve el desarrollo del cáncer de piel a 

través de la inflamación y la inmunosupresión (Schwarz, 2008). 

Antecedentes familiares 

Alrededor del 15% de los casos de melanoma se presentan en individuos con historial 

familiar de la enfermedad, y algunos de estos pacientes tienen mutaciones heredadas 

en genes que aumentan la predisposición al melanoma. La mayoría de los melanomas 

hereditarios son causados por mutaciones en el gen CDKN2A, aunque en los últimos 

años se han identificado otros genes de susceptibilidad, incluidos CDK4, RB1 y MC1R 

(Toussi et al., 2020). 

Nevi melanocíticos 

En aproximadamente el 25% de los casos, el melanoma surge de un lunar 

preexistente. Estos lunares o nevi melanocíticos son acumulaciones benignas de 

melanocitos que pueden estar presentes desde el nacimiento o adquirirse a lo largo del 

tiempo. Se ha observado una relación directa entre el riesgo de melanoma y el número 

total de nevi benignos en el cuerpo, ya sean de tipo displásico o no displásico (Bauer & 

Garbe, 2003). Por ejemplo, las personas con un número de nevi entre 11 y 25 tienen un 

riesgo aproximadamente 1.5 veces mayor que aquellas con 10 o menos, y este riesgo 

se duplica aproximadamente con cada incremento adicional de 25 nevi. De manera 

similar, tener nevi de gran tamaño (>5 mm) o nevi displásicos (con características 

citológicas atípicas) se asocia con un mayor riesgo de melanoma. De hecho, la 

presencia de varios nevi displásicos se conoce como el síndrome del nevus displásico, 

cuyos pacientes se caracterizan por tener varias lesiones con una dimensión de al 

menos 5 mm, con una apariencia plana, y muestran al menos 2 de las siguientes 3 

características: pigmentación variable, contorno irregular y asimetría en sus bordes. 

Aunque los nevi displásicos generalmente no se convierten en melanoma, las personas 

que tienen una gran cantidad de estos lunares presentan un riesgo más alto que la 

población general de desarrollar melanoma (Drozdowski et al., 2023). 

Características fenotípicas 

Las personas con piel clara, cabello pelirrojo o rubio, pecas y dificultad para 

broncearse (fenotipo conocido como piel clara) tienen un mayor riesgo de desarrollar 

melanoma en comparación con otros tipos de pigmentación. Este fenotipo suele estar 

asociado genéticamente con la inactivación de polimorfismos en el gen MC1R. Se ha 

visto que ciertas variantes genéticas asociadas con estos fenotipos aumentan tanto el 
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riesgo de melanoma esporádico como el de melanoma en casos de predisposición 

familiar, debido principalmente a una menor protección contra la radiación UV (Abdel-

Malek et al., 2014). Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que el 

proceso de síntesis de feomelanina también puede contribuir al desarrollo de melanoma 

mediante un mecanismo independiente de la radiación UV, debido a los efectos 

carcinogénicos derivados de una elevada producción de especies reactivas de oxígeno 

(Mitra et al., 2012). 

Además, como se ha comentado en el apartado anterior sobre la epidemiología del 

melanoma, la edad y el género son otros factores que pueden afectar al desarrollo del 

melanoma. Los datos actuales indican que el riesgo de melanoma aumenta con la edad, 

siendo más común en personas de mediana edad y mayores. Asimismo, aunque la 

incidencia es similar en hombres y mujeres, algunos estudios recientes han mostrado 

un mayor riesgo en hombres (Sung et al., 2021). 

Inmunosupresión 

La inmunosupresión ha sido relacionada con un mayor riesgo de desarrollar 

melanoma. Durante el crecimiento del tumor, se produce un microambiente inflamatorio 

debido a la liberación prolongada de diversos mediadores (como citoquinas, factores de 

crecimiento, especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, o prostaglandinas) por parte del 

tumor y/o las células del estroma. Estos mediadores inflamatorios inducen la migración, 

expansión y activación de células inmunosupresoras, especialmente las células 

mieloides supresoras (MDSC, myeloid-derived suppressor cells). La acumulación de 

MDSC se ha correlacionado con tumores de mayor tamaño y crecimiento más rápido. 

Estas células, altamente heterogéneas, se han asociado con la inhibición de respuestas 

antitumorales de células T debido a la producción de factores inmunosupresores como 

NO e iNOS. Además, otro mecanismo para bloquear las funciones de las células T 

mediado por las MDSC, está relacionado con una disminución en la expresión de la 

cadena ζ del receptor de células T, que juega un papel fundamental en el acoplamiento 

de dicho receptor y el reconocimiento de antígenos (Umansky & Sevko, 2012).  

2.2.2.5. Bases moleculares del melanoma 

En las últimas décadas, los avances en las técnicas de análisis genómico han 

permitido una comprensión más profunda de las alteraciones genéticas que impulsan el 

desarrollo del melanoma. Estos avances han revelado la presencia de múltiples genes 

mutados que desempeñan un papel significativo en diversas rutas de señalización 

importantes para la carcinogénesis y desarrollo del melanoma, como la ruta de MAPK, 
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la ruta de la proteína quinasa B (AKT), rutas relacionadas con el ciclo celular, así como 

otras rutas de señalización implicadas en los principales factores de transcripción. 

Ruta de señalización dependiente de CDKN2A 

La progresión descontrolada del ciclo celular es una característica notable en el 

desarrollo del cáncer, y se han identificado mutaciones germinales en varios elementos 

clave de este proceso que confieren predisposición al melanoma, como el inhibidor de 

la quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A), la proteína del retinoblastoma (pRb), 

la ciclina D1 (CCND1) y la quinasa dependiente de ciclina 4/6 (CDK4/6). Entre ellas, 

destacan las mutaciones en el gen CDKN2A, ya que representa aproximadamente el 

40% de los melanomas familiares (Guo et al., 2021). 

El gen CDKN2A codifica dos proteínas, p16Ink4a y p14Arf, que tienen una función 

supresora de tumores (Figura 2.19). La proteína p16Ink4a inhibe al complejo 

(CDK4)/Ciclina D1), que a su vez afecta a la progresión del ciclo celular dependiendo 

de la proteína pRB. De manera similar, el ciclo celular se ve alterado por p14Arf, ya que 

evita la degradación de la proteína p53 mediante inhibición de la actividad ubiquitina 

ligasa E3 de la proteína MDM2 (murine doble minute 2). Por lo tanto, las mutaciones en 

el gen CDKN2A inducen la deficiencia funcional tanto de p16Ink4a como de p14Arf, lo que 

conduce a una progresión descontrolada del ciclo celular al alterar la función de pRb y 

p53, respectivamente. En este sentido, las mutaciones inactivadoras de los genes 

supresores de tumores RB1 y TP53, aunque se producen con menor frecuencia en 

melanoma, también promueven el desarrollo y la progresión de la enfermedad (Zeng 

et al., 2020). 

Ruta de señalización dependiente de MAPK 

La ruta de señalización MAPK regula la respuesta de las células a los estímulos 

extracelulares relacionados con la división celular y desempeña un papel central en la 

regulación del crecimiento, la supervivencia y la proliferación celular. Esta ruta se 

encuentra comúnmente activada en el cáncer con el objetivo de facilitar la rápida 

proliferación de las células tumorales. Cuando los factores de crecimiento se unen a los 

receptores tirosina quinasas (RTKs, receptor tyrosine kinases) en la superficie celular, 

se inicia una serie de eventos intracelulares secuenciales que involucran a RAS, RAF, 

MEK y ERK, los cuales regulan múltiples actividades biológicas relacionadas con el 

cáncer. En el contexto del melanoma, las mutaciones en componentes clave de esta 

ruta de señalización, que incluyen a BRAF, NRAS, NF1 y KIT, son las responsables de 

la sobreactivación de la vía MAPK (Figura 2.19). Además, las mutaciones GNAQ / 
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GNA11 contribuyen a la hiperactivación de la ruta MAPK, sobre todo, en el melanoma 

de tipo uveal (melanoma ocular). 

BRAF es una serina/treonina quinasa perteneciente a la familia de proteínas 

quinasas RAF. Es una familia compuesta por tres proteínas: ARAF, BRAF y CRAF, cuya 

activación depende de la formación de complejos por estas diferentes isoformas. Las 

tres proteínas participan en la transmisión de señales a través de la vía MAPK (Palmieri 

et al., 2015). En melanocitos, BRAF activa MEK, que a su vez activa ERK, el último 

componente de la cascada MAPK (Figura 2.19). El gen BRAF está mutado en un rango 

de 40% a 60% de los casos de melanoma, donde la mutación más común es la 

sustitución del ácido glutámico por valina en el codón 600 (BRAFV600E), ocurriendo en 

aproximadamente 80% de los casos. La variante BRAFV600E, al igual que otras 

mutaciones en el dominio quinasa de BRAF, conduce a una estimulación constante de 

la proliferación celular y el crecimiento tumoral a través de la activación de la 

fosforilación de ERK. Otras variantes, incluidas BRAFV600K, BRAFV600D y BRAFV600R, 

ocupan alrededor del 12%, 5% y 1% de las mutaciones BRAF, respectivamente (Guo 

et al., 2021). Además, se ha demostrado que las mutaciones en el gen BRAF también 

se encuentran en nevus comunes, lo que sugiere que su activación oncogénica es un 

requisito necesario, pero no suficiente, para el desarrollo del melanoma (Pollock et al., 

2003). 

NRAS es una pequeña proteína de unión a GTP que pertenece a la familia RAS, la 

cual consta de tres isoformas: HRAS, KRAS y NRAS (Palmieri et al., 2015). En 

melanoma, las mutaciones en KRAS y HRAS se detectan con poca frecuencia, en 

alrededor del 5% de los pacientes, mientras que las mutaciones NRAS se encuentran 

en aproximadamente 25% de los casos, lo que convierte a NRAS en el segundo tipo de 

mutación más frecuente, después de BRAF (Lokhandwala et al., 2019). Además, debido 

a la fuerte afinidad de NRAS por interactuar con su proteína efectora BRAF en 

melanocitos, la activación de la ruta de señalización MAPK se lleva a cabo 

principalmente a través de la activación de BRAF en lugar de otras variantes de la 

proteína RAF, como CRAF (Fedorenko et al., 2013). Asimismo, NRAS es capaz de 

activar otras proteínas citoplasmáticas específicas aguas abajo, PI3K (Figura 2.19). Las 

mutaciones de NRAS suelen producirse en los sitios G12, G13 y Q61. La variante 

NRASQ61 se encuentra en el 90% de los melanomas con mutaciones en NRAS y provoca 

una actividad constante de la enzima RAS-GTPasa, junto con cambios en su estructura 

hacia una forma activa unida a GTP. Mientras tanto, las mutaciones oncogénicas en los 

codones 12 o 13 afectan a los procesos de hidrólisis de GTP (Randic et al., 2021). 
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La neurofibromina 1 (NF1) es una proteína activadora de GTPasa que regula 

negativamente RAS al convertir el trifosfato de guanosina RAS activo (RAS-GTP) en el 

difosfato de guanosina RAS inactivo (RAS-GDP), inhibiendo así la señalización RAS 

descendente (Kiuru & Busam, 2017). El gen NF1 ha sido identificado como el tercer gen 

mutado con mayor frecuencia en el melanoma después de BRAF y NRAS, 

representando el 10-15% de los casos (Davis et al., 2018). La mayoría de las 

mutaciones en el gen NF1 son cambios genéticos que resultan en la pérdida de la 

función normal del gen. Estos cambios incluyen mutaciones sin sentido, mutaciones de 

cambio de marco de lectura, inserciones, deleciones y translocaciones (Kiuru & Busam, 

2017). La deleción del gen NF1 o la mutación inactivadora de NF1, provoca la activación 

de RAS al disminuir su actividad GTPasa intrínseca e induce la hiperactivación de la vía 

MAPK (Figura 2.19).  

c-KIT es un receptor transmembrana tirosina quinasa que participa en rutas de 

señalización importantes en melanoma, incluida la ruta MAPK y PI3K/AKT (Figura 2.19). 

El ligando SCF (stem cell factor) de c-KIT es una citoquina que envía señales para 

mantener la supervivencia de las células hematopoyéticas, así como para promover la 

proliferación, diferenciación y regulación del crecimiento y desarrollo celular. Las 

mutaciones en el gen KIT se encuentran en aproximadamente el 3% de todos los 

melanomas. La mayoría de las mutaciones KIT en melanoma (alrededor del 70%) se 

localizan en dos exones específicos: el exón 11, donde predomina la mutación que 

cambia la leucina por prolina en el codón 576 (L576P), y el exón 13, donde es más 

común la mutación que reemplaza la lisina por ácido glutámico en el codón 642 (K642E). 

Ambas mutaciones resultan en la activación constante de la actividad tirosina quinasa 

de la proteína c-KIT, lo que a su vez desencadena las vías de señalización MAPK y 

PI3K/AKT (Pham et al., 2020). 

Ruta de señalización dependiente de PI3K/AKT 

La activación de la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K, phosphatidylinositol-3-kinase) 

conduce a la formación de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3, phosphatidylinositol-

3,4,5-trisphosphate) mediante la fosforilación del fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2, 

phosphatidylinositol-4,5-diphosphate) en la membrana plasmática. PIP3 es esencial 

para el reclutamiento de la proteína quinasa AKT en la membrana plasmática, lo que 

permitirá su posterior fosforilación y activación (Figura 2.19).  

AKT pertenece a una familia de serina/treonina quinasas compuesta por tres 

isoformas altamente homólogas: AKT1, AKT2 y AKT3. La activación de AKT permite 

regular procesos celulares importantes, como la apoptosis, la reparación del ADN, el 
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ciclo celular, el metabolismo de la glucosa, la proliferación, la invasión y la angiogénesis 

(Nicholson & Anderson, 2002). En melanoma, se ha demostrado que AKT3 es la 

isoforma predominante (Stahl et al., 2004). Además, uno de los efectores de AKT es 

mTOR, una proteína que se encuentra mutada en aproximadamente el 10% de los 

melanomas (Kong et al., 2016). En este sentido, la estimulación excesiva de la ruta 

PI3K/AKT mediante mutaciones activadoras de PI3K, AKT o mTOR, así como de los 

elementos aguas arriba de la ruta (RAS, RKTs o c-KIT), provoca un crecimiento 

descontrolado de las células tumorales.  

 

Figura 2.19. Mutaciones en genes clave y las vías de señalización subsiguientes en el desarrollo del 

melanoma. Ampl: amplificación, AKT: proteína quinasa B, CDK: quinasa dependiente de ciclina, CDKN2A: 

inhibidor de quinasa 2A dependiente de ciclina, Del: deleción, ERK: quinasa regulada por señales 

extracelulares, GPCR: receptor acoplado a proteína G, MEK: quinasa activada por mitógenos que activa a 

ERK, Mut: mutación, P (en un círculo): fosfato, PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa, PIP2: fosfatidilinositol-(4,5)-

difosfato, PIP3: fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato, PTEN: homólogo de fosfatasa y tensina, pRB: proteína del 

retinoblastoma, RTK: receptor de tirosina, SCF: factor de células madre. Imagen traducida de Guo et al., 

2021. 
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PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted in from chromosome ten) también 

es un elemento importante en la ruta de señalización dependiente de PI3K/AKT. PTEN 

es una proteína supresora de tumores que convierte el PIP3 nuevamente en PIP2, lo 

que le permite actuar como un regulador negativo de la ruta PI3K/AKT (Figura 2.19). La 

pérdida de función del gen PTEN da como resultado la activación constante de AKT y 

se ha asociado en gran medida con el desarrollo de tumores en el melanoma maligno 

(Ince et al., 2022). 

Ruta de señalización dependiente de Notch 

La ruta de señalización Notch está implicada en la autorenovación de células madre, 

la diferenciación celular y las decisiones sobre el destino celular en diversos órganos 

(Andersson & Lendahl, 2014). Notch es un receptor de señales extracelulares que 

pertenece a una familia de proteínas transmembranales tipo 1 compuesta por dos 

dominios principales, el dominio Notch extracelular (NECD, Notch extracellular domain) 

y el dominio Notch intracelular (NICD, Notch intracellular domain). Cuando el ligando 

interactúa con el receptor Notch, se desencadena una serie de procesos proteolíticos 

que resultan en la liberación del dominio NICD, que pasa al núcleo y se asocia con la 

proteína de unión al ADN CSL (CBF1/suppressor of hairless/LAG-1) junto con la 

proteína MAML (mastermind-like protein) para activar la transcripción de los genes diana 

de Notch (Figura 2.20). 

 

Figura 2.20. Vía de señalización de Notch. CSL: proteína CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1, MAML: 

proteína mastermind-like, NICD: dominio intracelular de Notch. Imagen traducida de Andersson & Lendahl, 

2014. 
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Notch es esencial para mantener la homeostasis de los melanocitos y, su expresión 

y actividad son significativamente más elevadas en las células de melanoma. De hecho, 

se ha observado que los melanocitos modificados genéticamente para expresar una 

forma de Notch con mayor actividad, exhiben un aumento en la proliferación celular y 

muestran características malignas similares al melanoma (Pinnix et al., 2009). Además 

de su efecto intrínseco en el comportamiento de las células de melanoma, la activación 

de Notch también está fuertemente asociada con la angiogénesis y facilita la 

comunicación entre las células tumorales y las células endoteliales, promoviendo así la 

migración del tumor (Murtas et al., 2015). Asimismo, estudios recientes han demostrado 

que la activación de Notch puede inducir resistencia a inhibidores de MEK en células de 

melanoma con mutaciones en BRAF (Porcelli et al., 2021).  

Rutas de señalización dependientes de Wnt 

Las rutas de señalización Wnt (wingless-related integration site) se inician mediante 

proteínas que transmiten señales a una célula a través de receptores en su superficie 

celular. Se han identificado como rutas principales de señalización Wnt, la ruta canónica 

de Wnt, la ruta de polaridad celular plana no canónica y la ruta no canónica de 

Wnt/calcio. Las tres rutas se activan cuando un ligando de la proteína Wnt se une a un 

receptor de la familia Frizzled, transmitiendo la señal biológica hacia el interior de la 

célula a través de la proteína DVL (Disheveled). La ruta canónica de Wnt/β-catenina 

regula procesos como la regeneración de tejidos, la diferenciación de células madre y 

la proliferación celular. Por otro lado, las rutas no canónicas de polaridad celular plana 

y de Wnt/calcio regulan el citoesqueleto y los niveles de calcio intracelulares, 

respectivamente (Liu et al., 2022).  

En melanoma, destaca la ruta canónica de Wnt, ya que β-catenina tiene un papel 

fundamental en el desarrollo de los melanocitos (Kovacs et al., 2016). Cuando se activa 

el receptor Frizzled se bloquea la acción del complejo formado por las proteínas AXIN, 

GSK3β, CK1α y APC por medio de la proteína DVL. Esto permite que β-catenina no sea 

fosforilada y pueda migrar al núcleo para asociarse con los factores TCF (T cell-specific 

factor) y LEF (lymphoid enhancer-binding factor), lo que conduce a la activación de 

genes diana Wnt importantes en la carcinogénesis, incluidos c-MYC y CCND1. Sin 

embargo, en ausencia del ligando de Wnt, la proteína DVL no inhibe la acción del 

complejo formado por AXIN, CK1α, GSK3β y APC, el cual fosforila a β-catenina, lo que 

conduce a su ubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma (Figura 2.21). 

 



Introducción  Román Martí Díaz 

62 
 

 

Figura 2.21. Esquema de la vía Wnt/β-catenina activada e inhibida. APC protein: proteína adenomatous 

polyposis coli, CBP: proteína de unión a CREB, CK1α: caseína quinasa 1-alfa, DVL protein: proteína 

disheveled, GSK3β: glucógeno sintasa quinasa 3-beta. Imagen traducida de Zhang & Wang, 2020. 

 

Además, la ruta Wnt/β-catenina ejerce un papel importante en el sistema inmunitario. 

Diversas investigaciones han demostrado que la evasión inmune inducida por β-

catenina se encuentra en el 13% de todos los tumores (Pai et al., 2017) y en el 42% de 

los melanomas cutáneos (Nsengimana et al., 2018). En un estudio reciente realizado 

por Waaler y colaboradores, se ha desarrollado un inhibidor específico de la tanquirasa, 

G007-LK, que disminuye la señalización Wnt/β-catenina en modelos de melanoma 

murino y sensibiliza los tumores al tratamiento con inhibidores de PD-1 (Waaler et al., 

2020). La tanquirasa es una proteína que controla la degradación de AXIN mediante 

poli-ADP-ribosilación. De esta forma, la tanquirasa es capaz de promover la proteólisis 

de AXIN e inhibir la acción del complejo formado por AXIN, CK1α, GSK3β y APC, 

favoreciendo así la estabilización de β-catenina. Por tanto, la inhibición de la tanquirasa 

puede ser considerada como una estrategia terapéutica para superar la resistencia 

provocada por β-catenina al bloqueo de los puntos de control inmunitario en melanoma. 

Durante esta Tesis Doctoral se ha realizado una estancia de tres meses en el laboratorio 
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del profesor Waaler para estudiar el efecto de un nuevo inhibidor de la tanquirasa (OM-

153) sobre las células de melanoma, así como su efecto en combinación con inhibidores 

de PD-1 en modelos experimentales de melanoma en ratones. 

MITF: Factor de transcripción clave en el desarrollo del melanoma 

Existen múltiples factores de transcripción que están implicados en las características 

malignas de las células de melanoma, incluidos MITF, SOX10, CREB, cFOS, MYC, p53 

y BRN2. Las mutaciones y alteraciones no genéticas de estos factores de transcripción 

provocan una desregulación transcripcional que beneficia a las células de melanoma al 

permitirles crecer en diferentes situaciones de estrés y, en consecuencia, diseminarse 

a órganos distantes (Gupta et al., 2020). Sin embargo, el factor de transcripción 

asociado a microftalmia (MITF, microphthalmia-associated transcription factor) 

representa el principal factor de transcripción específico del linaje melanocítico cuyo 

papel está profundamente extendido en el melanoma maligno.  

La historia del descubrimiento de MITF comienza en 1942, cuando Paula Hertwig 

observó que la descendencia de un ratón irradiado con rayos X presentaba ojos 

anormalmente pequeños (microftalmia) y pérdida de pigmentación. Este fenómeno 

permitió la identificación del locus mutante que inicialmente se denominó "m", luego se 

amplió a "mi" y finalmente se identificó como "Mitf" (Kawakami & Fisher, 2017). En 1992, 

Heinz Arnheiter, mediante la inserción de un transgén en el locus mi en ratones, observó 

un fenotipo albino con ojos pequeños, pérdida de audición y un defecto grave en los 

mastocitos (Arnheiter, 2010; Hodgkinson et al., 1993). Esto indicó que un solo gen 

contenido en el locus mi tenía un papel fundamental en varios procesos fisiológicos 

relacionados con la cresta neural y los tejidos derivados del neuroepitelio, incluyendo la 

pigmentación de la piel, la audición y el desarrollo de los ojos. Poco después, en 1994, 

fue clonado el homólogo humano MITF (Tachibana et al., 1994), lo que permitió 

evidenciar que la diversidad de funciones específicas de los tejidos se debía a diferentes 

isoformas de Mitf/MITF, todas transcritas desde el mismo locus (Tachibana, 2000). 

Asimismo, se identificaron mutaciones de pérdida de función en el gen MITF como la 

causa del síndrome de Waardenburg tipo IIA en seres humanos, el cual se caracteriza 

por la presencia de ojos pequeños, hipopigmentación y pérdida de audición (Tassabehji 

et al., 1994).  

A nivel molecular, MITF es un factor de transcripción con un dominio hélice-bucle-

hélice básico de cremallera de leucina (bHLH-ZIP, basic helix-loop-helix leucine zipper) 

que pertenece a la familia de factores de transcripción MiT/TFE, junto con TFEB, TFEC 

y TFE3 (Hemesath et al., 1994). Además, MITF es capaz de unirse a las regiones 
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promotoras de sus genes diana mediante el reconocimiento de la secuencia 5'-

CANNTG-3', conocida como secuencia E o “E-box” (donde C = citosina; A = adenina; T 

= timina; G = guanina; N = cualquier nucleótido). El gen MITF presenta diversas 

isoformas (Figura 2.22), debido a que la transcripción de los diferentes promotores, así 

como el proceso de empalme alternativo, da lugar a productos genéticos con diferencias 

principalmente en el primer exón. En melanoma, destaca la isoforma MITF-M, ya que 

se expresa específicamente en el linaje de los melanocitos, donde controla la 

propagación de los melanoblastos en el desarrollo temprano (Opdecamp et al., 1997), 

así como melanogénesis en melanocitos adultos mediante la regulación de genes como 

TYR (Yasumoto et al., 1994).  

 

Figura. 2.22. Diferentes isoformas de MITF. Imagen traducida de Oppezzo & Rosselli, 2021. 

 

La regulación de la expresión de MITF-M es un proceso complejo y dinámico que 

ocurre a diferentes niveles. A nivel transcripcional, se conocen diversos reguladores 

positivos (LEF-1/TCF, SOX10, PAX3, CREB, OC-2) y represores (BRN2, ATF4, JUN, 

ALX3, GLI2) que se unen al promotor específico de MITF-M en melanocitos (Figura 

2.23). 

Entre los reguladores positivos, el factor de transcripción llamado LEF-1/TCF, que 

forma parte de la ruta de señalización de la Wnt/β-catenina, juega un papel activador en 

el promotor de MITF-M (Yasumoto et al., 2002). Los factores de transcripción SOX10 y 

PAX3 son capaces de unirse directamente al promotor de MITF-M y promover su 

expresión. Significativamente, la actividad transcripcional de SOX10 se inhibe mediante 

la fosforilación mediada por ERK (Han et al., 2018). PAX3 a su vez es inhibido por la 

señalización de TGF-β (Nishimura et al., 2010). Además, el factor de transcripción de 
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homeodominio cortado ONECUT-2 (OC-2) también actúa como un estimulador de la 

actividad del promotor MITF-M. Otro factor de transcripción relevante es CREB, ya que 

permite que la expresión de MITF-M responda a niveles elevados de AMPc aguas abajo 

del receptor MC1R, que está implicado en el control de la pigmentación del cabello y la 

piel. Además, CREB requiere de los coactivadores p300/CBP. Estas proteínas, que 

actúan como histona acetiltransferasas, interactúan también con MITF-M y colaboran 

en la regulación de algunos de sus genes diana (Wang et al., 2018).  

Dentro de los reguladores negativos, el factor de transcripción FOXD3 tiene la 

capacidad de inhibir la expresión de MITF-M al bloquear la interacción entre su promotor 

y PAX3 (Thomas & Erickson, 2009). El factor de transcripción GLI2, uno de los efectores 

de la señalización de Hedgehog, que también participa en la vía TGF-β/SMAD, actúa 

como un represor de la expresión de MITF-M (Javelaud et al., 2011). Otro represor 

importante es ATF4, un factor de transcripción que puede reprimir la expresión del ARN 

mensajero (ARNm) de MITF (Falletta et al., 2017), supuestamente a través de la 

competencia con CREB por la unión a CRE (Ferguson et al., 2017). Además, DEC1 

destaca por ser un factor de transcripción que reprime la expresión de MITF-M en 

condiciones de hipoxia (Feige et al., 2011). Asimismo, algunos estudios han 

caracterizado al factor de transcripción ALX3 como un supresor de la expresión de 

MITF-M (Mallarino et al., 2016). En cuanto al factor de transcripción BRN2, se ha 

observado que regula tanto hacia arriba (Wellbrock et al., 2008) como hacia abajo 

(Goodall et al., 2008) la expresión de MITF en células de melanoma. 

 

Figura 2.23. Diagrama esquemático de los factores de transcripción que regulan positiva o negativamente 

el promotor MITF-M y su respuesta a las vías de señalización. ER: retículo endoplásmico, MAPK: quinasa 

activada por mitógenos, TGF-β: factor de crecimiento transformante beta. Imagen traducida de Goding & 

Arnheiter, 2019. 
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La expresión de MITF-M también se ve afectada por la regulación de varios 

microARN (miARN). Se ha observado que la sobreexpresión del miARN-101 es capaz 

de reducir los niveles de proteína MITF, así como suprimir la invasión y la proliferación 

de las células de melanoma (Luo et al., 2013). En líneas celulares de melanoma, se ha 

observado una correlación inversa entre la expresión de MITF y el miARN-218, lo que 

sugiere que el miARN-218 regula negativamente a MITF-M (Guo et al., 2014). Además, 

el miARN-182 promueve la migración de las células de melanoma mediante la inhibición 

directa de la expresión de MITF-M (Segura et al., 2009). Otros ejemplos serían los 

miARN-137 y miARN-148, que regulan negativamente la expresión de MITF-M (Bemis 

et al., 2008; Haflidadóttir et al., 2010). En definitiva, se han identificado diversos miARN 

que pueden modular la expresión de MITF, lo que a su vez afecta a la supervivencia y 

al fenotipo invasivo de las células de melanoma.  

Asimismo, los ARN largos no codificantes (lncARN) han emergido como actores 

importantes en el desarrollo y la progresión del cáncer, incluido el melanoma (Iyer et al., 

2015; Yan et al., 2015). Si bien las funciones moleculares de la mayoría de los lncARN 

siguen siendo poco conocidas, varios estudios han observado que contribuyen a 

múltiples aspectos de la expresión génica (Kopp & Mendell, 2018; Vance & Ponting, 

2014). Por ejemplo, la señalización oncogénica BRAFV600E regula la expresión de 109 

supuestos lncARN, como BANCR, que funciona como un oncogén de melanoma para 

activar programas de expresión génica que controlan la migración celular (Flockhart 

et al., 2012). Otro lncARN, MIR31HG, induce la senescencia dependiente de p16Ink4a en 

respuesta a la expresión de BRAFV600E (Montes et al., 2015), mientras que el lncARN 

conocido como SAMMSON es necesario para la proliferación y supervivencia del 

melanoma. La inhibición dirigida de SAMMSON altera la función mitocondrial y aumenta 

la respuesta a los fármacos inhibidores de MAPK en modelos de melanoma de 

xenoinjerto derivados de pacientes (Leucci et al., 2016). Además, el lncARN conocido 

como DIRC3, el cual está regulado por los factores de transcripción MITF y SOX10, 

actúa como un supresor de tumores en melanoma (Coe et al., 2019). 

A nivel postraduccional, MITF-M es objeto de numerosas modificaciones (Figura 

2.24), entre ellas sumoilación, ubiquitinación y acetilación, que contribuyen a la 

regulación de la expresión y actividad de MITF-M. Se ha observado que la sumoilación 

en las posiciones K182 y K316 disminuye la capacidad de MITF-M para activar algunos 

de sus genes diana, como TRPM1 (Miller et al., 2005). La sumoilación de MITF-M 

adquirió una gran importancia cuando se descubrió que la mutación recurrente de la 

línea germinal E318K, que interfiere con la sumoilación de MITF-M en la ubicación K316, 

aumenta la predisposición al melanoma y al carcinoma renal, estableciendo una 
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conexión entre MITF-M y el melanoma hereditario (Bertolotto et al., 2011). Desde una 

perspectiva funcional, la mutación E318K conduce a un aumento en la unión de MITF-

M a un conjunto específico de genes diana, lo que resulta en una regulación 

transcripcional diferencial. Sin embargo, aún se necesita un análisis funcional en 

profundidad para comprender completamente por qué esta mutación única tiene un 

impacto tan significativo en el desarrollo del melanoma. Asimismo, se ha observado que 

la ubiquitinación en la posición K201 desencadena la degradación de MITF-M (Xu et al., 

2000). Además de la sumoilación y la ubiquitinación, se ha identificado que otros 

residuos de lisina en MITF-M, como K206 y K243, son objeto de acetilación (Cheli et al., 

2010). Al igual que la sumoilación, la acetilación podría influir en la activación de algunos 

de los genes diana regulados por MITF-M.  

En cuanto a los eventos de fosforilación (Figura 2.24), el más estudiado es el que 

tiene lugar en el residuo de Ser73, identificado en 1998 (Hemesath et al., 1998). Este 

proceso de fosforilación es mediado por la proteína ERK y afecta a la interacción entre 

MITF-M y p300, lo que produce efectos sobre la activación de la transcripción. La 

fosforilación en la Ser409 por la quinasa p90/RSK permite la fosforilación por la quinasa 

GSK3β (glycogen synthase kinase-3β) en Ser405, Ser401 y Ser397, cuyo efecto parece 

desestabilizar la proteína MITF-M (Ploper et al., 2015). También se ha observado que 

GSK3β fosforila en la posición Ser298 de MITF-M, provocando una mayor unión de 

MITF al promotor de TYR (Takeda et al., 2000). Además, se ha demostrado que la 

fosforilación de la Ser307 en MITF-M conduce a un aumento en la expresión génica 

específica de los osteoclastos (Mansky et al., 2002). 

 

Figura 2.24. Principales modificaciones postraduccionales de la proteína MITF-M. Se incluyen 

fosforilaciones (P), sumoilaciones (S), ubiquitinaciones (Ub) y acetilaciones (Ac), así como la mutación 

E318K. Imagen obtenida de Wellbrock & Arozarena, 2015. 

 

En este sentido, las mutaciones que dirigen el inicio y desarrollo del melanoma, junto 

con la alteración del microambiente tumoral, provocan una desregulación de la 

expresión de MITF-M, de sus modificaciones postraduccionales y de su actividad,          
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de forma que la capacidad de MITF-M para coordinar el amplio rango de procesos 

celulares queda alterada (Goding & Arnheiter, 2019). 

El factor de transcripción MITF-M (para simplificar, MITF) es considerado como el 

regulador maestro de los melanocitos, así como un factor clave en la biología del 

melanoma. MITF desempeña un papel fundamental en el desarrollo de los melanocitos, 

regulando funciones como la diferenciación, la supervivencia, la reparación del daño en 

el ADN, el metabolismo, la proliferación, la biogénesis de lisosomas, la invasión y la 

senescencia (Figura 2.25). 

 

Figura 2.25. Principales funciones biológicas de MITF. Imagen traducida de Goding & Arnheiter, 2019. 

 

Durante el desarrollo, MITF es esencial para garantizar la supervivencia de los 

melanoblastos (Hodgkinson et al., 1993). La ausencia de una proteína MITF funcional 

provoca que los melanoblastos experimenten una muerte celular programada, 

posiblemente por apoptosis, en aproximadamente dos días (Nakayama et al., 1998). 

Esto puede deberse a que MITF actúa como un regulador positivo de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2 (McGill et al., 2002). También cabe resaltar que MITF controla la 

actividad de DICER, una ribonucleasa implicada en el proceso de biogénesis de ARN 

de interferencia (ARNi) y ARNm maduro, esenciales para la regulación de la expresión 

génica y, en consecuencia, para el desarrollo y supervivencia de los melanocitos (Levy 

et al., 2010). Además, MITF tiene la capacidad de promover funciones relacionadas con 

la diferenciación, incluida la regulación de genes implicados en la pigmentación como 

TYR, TYRP1, DCT, MLANA/MART-1, SILV y SLC24A5 (Cheli et al., 2010) o la adhesión 

celular como CEACAM1 (Ullrich et al., 2015).  
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El papel de MITF en la proliferación celular ha sido objeto de debate, ya que 

inicialmente algunos grupos de investigación afirmaban que MITF tenía un efecto pro-

proliferativo (Widlund et al., 2002), mientras que otros estudios defendían que MITF 

tenía un efecto anti-proliferativo (Carreira et al., 2005). Para resolver esta aparente 

paradoja, se propuso lo que se conoce como el "modelo de reóstato" para la función de 

MITF (Carreira et al., 2006). Aunque se describe mejor más adelante (apartado 2.2.2.9. 

Importancia del microambiente tumoral, heterogeneidad y plasticidad celular en la 

resistencia a terapias en melanoma), este modelo asocia los niveles bajos de MITF con 

desdiferenciación, aumento de la invasión y niveles elevados de la proteína inhibidora 

1B de la quinasa dependiente de ciclina p27 (CDKN1B) y, por lo tanto, proliferación 

reducida. En cambio, las células con altos niveles de MITF se caracterizan por ser 

células diferenciadas, que también pueden experimentar una parada del ciclo celular 

debido al aumento de la expresión de p21 (CDKN1A) (Carreira et al., 2005) y p16INK4a 

(CDKN2A) (Loercher et al., 2005) siempre que CDKN2A no esté inactivado, como es 

comúnmente observado en el melanoma (Bennett, 2016). Por lo tanto, aumentar la 

actividad de MITF desde niveles bajos puede promover la proliferación al reducir la 

expresión de p27, pero aumentar aún más la actividad de MITF puede provocar una 

parada del ciclo celular mediada por p21/p16. Además, las células que muestran niveles 

intermedios de MITF expresan genes de ambos estados y, por tanto, están dotadas de 

propiedades tanto invasivas como proliferativas.  

En relación con la capacidad de invasión, se ha demostrado que MITF ejerce control 

sobre la expresión de la guanosina monofosfato reductasa, lo que resulta en un aumento 

de los niveles intracelulares de GTP cuando se reduce la presencia de MITF (Bianchi-

Smiraglia et al., 2017). Esto es importante ya que los niveles elevados de GTP conducen 

a la activación de RAC1, RHO-A y RHO-C, reguladores clave del citoesqueleto de 

actina. Junto con la capacidad de MITF para regular DIAPH1 (Carreira et al., 2006), un 

gen involucrado en la polimerización de actina, estas observaciones indican que una 

disminución de MITF puede favorecer la promoción de la invasión celular. 

Recientemente, MITF ha sido relacionado con la activación del complejo V-ATPasa, 

responsable de regular la acidificación de diferentes orgánulos celulares, entre ellos los 

lisosomas y los endosomas (Zhang et al., 2015). Asimismo, MITF también promueve la 

expresión de genes relacionados con la biogénesis de los lisosomas (Ploper et al., 

2015). Al controlar la función de los lisosomas, el complejo V-ATPasa también aumenta 

la actividad del mTORC1 unido al lisosoma que promueve la síntesis global de 

proteínas, necesaria para la proliferación celular (Zoncu et al., 2011). Otros estudios 

recientes han identificado a MITF en el melanoma como un regulador de un grupo 
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específico de genes relacionados con la autofagia (Möller et al., 2019), un proceso 

celular que depende de los lisosomas y que se encarga de degradar y reciclar orgánulos 

no deseados. Esto podría representar una estrategia crucial de supervivencia celular, 

especialmente cuando hay restricción de nutrientes. Además, se ha observado que 

MITF es capaz de modificar la configuración metabólica de las células. En concreto, 

MITF desempeña un papel activador en la regulación de PGC1α, que controla la 

biogénesis de las mitocondrias (Vazquez et al., 2013). 

El potencial de MITF para influir en la biología de los melanocitos y el melanoma 

mediante la regulación del metabolismo también se ejemplifica a través de su capacidad 

para estimular la expresión del gen SIRT1. Este gen codifica una desacetilasa clave 

dependiente de NAD que es importante para promover la proliferación y la supresión de 

la senescencia (Ohanna et al., 2014). Aunque la invasión representa una respuesta 

inmediata de los niveles bajos de MITF, una disminución prolongada de MITF conduce 

a la senescencia asociada con una parada irreversible del crecimiento (Strub et al., 

2011), posiblemente debido también a un mayor daño en el ADN (Ballotti et al., 2020). 

En procesos relacionados con la replicación del ADN, reparación de daños y 

preservación de la integridad cromosómica, MITF también regula un conjunto 

significativo de genes. En particular, se ha observado que los niveles reducidos de MITF 

se asocian con un aumento de los focos γH2AX, que indican la presencia de daños en 

el ADN (Giuliano et al., 2010). Aunque no queda claro como MITF evita el daño del ADN, 

puede estar vinculado a su capacidad para regular varios factores de reparación, 

incluidos BRCA1, LIG1, RAD54, RAD51L3, y la telomerasa codificada por TERT1 (Strub 

et al., 2011). 

Además, MITF también es considerado como un mediador central en la modulación 

de la respuesta inmune en melanoma (Figura 2.26). Se ha observado que MITF es 

capaz de reducir la secreción de moléculas inflamatorias y la heterogeneidad tumoral, 

lo que mejora el reconocimiento de células T y la inmunovigilancia. Al regular la 

expresión de las enzimas reparadoras del ADN, MITF también podría participar en la 

formación de neoantígenos. Por el contrario, MITF puede promover la supresión del 

sistema inmunitario mediante la interacción con el receptor HVEM (Herpesvirus entry 

mediator), que inhibe una respuesta inmunológica efectiva, el aumento de la expresión 

del receptor tirosina quinasa MET, que atrae a los neutrófilos, y la disminución de la 

expresión de la proteína IRF4 (interferon regulatory factor 4), que inhibe la maduración 

de las células B. 
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Asimismo, MITF controla la transcripción de un conjunto de genes, incluidos 

MLANA/MART-1, TYR y PMEL17, que codifican proteínas que se exponen en la 

superficie celular y actúan como antígenos de tumores (Ballotti et al., 2020). Los 

antígenos son reconocidos por las células del sistema inmune y su presentación se lleva 

a cabo mediante células presentadoras de antígenos (APC, antigen presenting cells), 

siendo las más importantes las células dendríticas (DC, dendritic cells), las células B y 

los macrófagos. En particular, algunas células tumorales, incluidas las células de 

melanoma, también pueden considerarse APC. Por tanto, cambios en los niveles de 

MITF afectan a la expresión y el procesamiento de antígenos de superficie y, en 

consecuencia, al reconocimiento de las células de melanoma por parte del sistema 

inmunitario. 

 

Figura 2.26. Esquema resumido de las características de la relación de MITF con el sistema inmunitario a 

nivel transcripcional. BTLA: atenuador de linfocitos B y T, CCL: ligando de quimioquina (motivo C-C), HGF: 

factor de crecimiento de hepatocitos, HVEM: mediador de entrada de herpesvirus, IFN: interferón, IL: 

interleucina, IRF4: factor 4 regulador de interferón, MC: melanocitos, MET: transición mesénquima-epitelio, 

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa, TYR: tirosinasa. Imagen traducida de Ballotti et al., 2020. 

 

2.2.2.6. Diagnóstico del melanoma 

El diagnóstico temprano del melanoma es clave para asegurar un pronóstico 

favorable. De hecho, la supervivencia en casos de melanoma no invasivo es 

aproximadamente del 90-95%. Sin embargo, en sus formas invasivas, el melanoma 

tiene altas tasas de mortalidad, con una supervivencia inferior al 20% cuando se ha 
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diseminado a otros órganos. En este sentido, detectar y extirpar el melanoma en sus 

etapas iniciales garantiza una buena perspectiva para el paciente, pero requiere un 

seguimiento regular y una minuciosa revisión cutánea. 

En 1985, estudios sobre la detección temprana del melanoma maligno establecieron 

el acrónimo “ABCD” como una regla sencilla que permite evaluar las diferentes 

características de los lunares para la identificación de melanomas precoces (Friedman 

et al., 1985). Según esta regla, los melanomas suelen caracterizarse por ser Asimétricos 

(no se dividen en dos mitades iguales), tener Bordes irregulares, mostrar variación de 

Color en diferentes áreas de la lesión (tonos bronce, café, negro y, en ocasiones blanco, 

rojo o azul) y superar los 6 mm de Diámetro. Posteriormente, se agregó la letra "E" a 

esta regla, haciendo referencia a la Evolución, es decir, al cambio de la lesión con el 

tiempo (Figura 2.27). No obstante, durante la etapa temprana de desarrollo del 

melanoma, es posible que uno o más de los criterios ABCDE estén ausentes, siendo el 

más comúnmente ausente el “D”, ya que en raras ocasiones se han descrito melanomas 

con un diámetro igual o inferior a 6 mm. 

 

Figura 2.27. Regla ABCDE para el diagnóstico del melanoma cutáneo maligno. Imágenes obtenidas de la 

colección del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (National Cancer Institute Visuals Online). 

 

De acuerdo con la regla ABCDE, es posible diagnosticar correctamente entre el 65% 

y el 80% de los melanomas. Sin embargo, algunos melanomas no muestran 

características específicas evidentes, por lo que se hace uso de pruebas adicionales 

como la dermastocopia o microscopía de epiluminiscencia, la microscopía confocal in 

vivo, la biopsia de piel, la biopsia del ganglio linfático centinela, la tomografía axial 

computarizada, la resonancia magnética o la tomografía por emisión de positrones (Fink 

& Haenssle, 2017; Marino et al., 2016). 

La dermatoscopia o microscopía de epiluminiscencia permite visualizar estructuras 

microscópicas no visibles a simple vista, mejorando la precisión diagnóstica del 

melanoma en un rango del 5% al 30%. La microscopía confocal in vivo ofrece la 
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posibilidad de analizar la piel en distintos planos y profundidades sin extirpar tejido, 

facilitando el diagnóstico no invasivo y el seguimiento de tratamientos. 

En el diagnóstico del melanoma, la biopsia de piel, mediante métodos como el 

raspado, la punción o la biopsia escisional, es clave para obtener un diagnóstico 

definitivo. Además, se realizan pruebas complementarias, como la biopsia del ganglio 

linfático centinela, que hace referencia al primer ganglio afectado por el tumor, para 

determinar si el cáncer se ha diseminado. 

En cuanto a las pruebas de imagen, la tomografía axial computarizada (TAC) y la 

resonancia magnética (MRI) ofrecen imágenes detalladas del interior del cuerpo para 

detectar anomalías y medir el tamaño de los tumores. La tomografía por emisión de 

positrones (PET) utiliza una sustancia radiactiva que se acumula en áreas con alto 

metabolismo, como las células cancerosas, para identificar la presencia de melanoma 

metastásico en tejidos específicos. 

En conjunto, estas técnicas y pruebas son fundamentales para el diagnóstico 

temprano, la evaluación del estadio y el seguimiento del melanoma, lo que resulta crucial 

para el pronóstico y tratamiento adecuado del paciente. 

2.2.2.7. Clasificación de los estadios del melanoma 

Una vez realizado el diagnóstico del melanoma, se determina su estadio o grado de 

avance (Tabla 2.1). La estadificación es esencial para comprender la gravedad de esta 

enfermedad y predecir tanto el pronóstico del paciente como el tratamiento más 

adecuado. El término "estadificación" se refiere al proceso de clasificar o categorizar 

una enfermedad tumoral maligna, como el melanoma, en diferentes estadios según su 

extensión y propagación en el cuerpo. El sistema de estadificación más utilizado en 

cáncer es el sistema TNM establecido por el American Joint Committee on Cancer 

(AJCC), que se basa en tres aspectos fundamentales: 

1. T: Extensión del tumor primario. Se evalúa el grosor del melanoma (medición de 

Breslow) y la presencia de ulceración en la piel, lo que puede afectar a la 

probabilidad de propagación. 

2. N: Propagación a los ganglios (nódulos) linfáticos adyacentes. Se busca 

determinar si el cáncer ha alcanzado los ganglios linfáticos cercanos. 

3. M: Propagación a sitios distantes (metástasis). Se analiza si el cáncer se ha 

diseminado a otras partes del cuerpo. 
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Así pues, se utilizan números romanos (de 0 a IV) para describir los distintos estadios 

del melanoma, con subdivisiones adicionales mediante letras mayúsculas (A, B, C, etc.):  

 

 

Estadio 0 

(melanoma in situ) 
 

 

Las células de melanoma se encuentran solamente en la epidermis y 

no han invadido las capas más profundas de la piel. 
 

Estadio I 

(tumor localizado) 

IA 
 

El grosor del tumor no excede 1 mm y no presenta ulceración. 
 

IB 

 

El grosor del tumor no excede 1 mm, pero presenta ulceración 

o el tumor tiene un grosor entre 1 y 2 mm, sin ulceración. 
 

Estadio II  

(tumor localizado) 

IIA 

 

El tumor tiene un grosor entre 1 y 2 mm y presenta ulceración o 

el grosor del tumor se encuentra entre 2 y 4 mm, sin ulceración. 
 

IIB 

 

El tumor tiene un grosor entre 2 y 4 mm y presenta ulceración o 

el grosor del tumor supera los 4 mm, sin ulceración. 
 

IIC 
 

El grosor del tumor supera los 4 mm y presenta ulceración. 
 

Estadio III  

(propagación 

regional) 

IIIA 

 

El melanoma se ha extendido hasta 3 ganglios linfáticos 

cercanos al tumor primario, el cual presenta un grosor 

comprendido entre 1 y 2 mm, con o sin ulceración. 
 

IIIB 

 

El melanoma se ha extendido hasta 3 ganglios linfáticos 

cercanos al tumor primario, el cual presenta un grosor 

comprendido entre 2 y 4 mm, con o sin ulceración. 
 

IIIC 

 

El melanoma se ha extendido a más de 4 ganglios linfáticos 

cercanos al tumor primario, el cual presenta un grosor superior 

4 mm, pero sin ulceración. 
 

IIID 

 

El melanoma se ha extendido a más de 4 ganglios linfáticos 

cercanos al tumor primario, el cual presenta un grosor superior 

4 mm y con ulceración. 
 

Estadio IV 

(melanoma 

metastásico) 

 

Las células de melanoma se han diseminado más allá del sitio del 

tumor primario y de los ganglios linfáticos cercanos hacia áreas más 

distantes del cuerpo. Las áreas más frecuentes de propagación son el 

pulmón, hígado y cerebro, así como ganglios linfáticos distantes y 

regiones de la piel alejadas del tumor primario.  
 

 

Tabla 2.1. Diferentes estadios del melanoma. 
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2.2.2.8. Tratamiento del melanoma 

El tratamiento del melanoma ha experimentado una evolución significativa a lo largo 

del tiempo. Inicialmente, hasta la década de 1960, se centraba en la cirugía, con la 

extirpación quirúrgica del tumor como principal enfoque. En las décadas de 1960 y 1970, 

se introdujo la quimioterapia como tratamiento sistémico, mientras que las décadas de 

1980 y 1990 vieron la llegada de la radioterapia y las primeras inmunoterapias con 

interleucina-2 (IL-2) e interferón α-2b (IF-α 2b). Posteriormente, en los años 2000, 

surgieron terapias dirigidas centradas en mutaciones específicas del melanoma, como 

los inhibidores de BRAF y MEK. Sin embargo, fue en la década de 2010, donde se 

presenció un avance significativo con la inmunoterapia, incluyendo inhibidores de 

puntos de control inmunitario y combinaciones con terapias dirigidas, mejorando la 

supervivencia en casos avanzados (Patton et al., 2021). Actualmente, la investigación 

continúa, explorando nuevas combinaciones de terapias dirigidas e inmunoterapia, así 

como terapias genéticas y terapias con virus oncolíticos, prometiendo un futuro más 

específico y efectivo en el tratamiento del melanoma gracias a una mayor comprensión 

de su biología y la medicina personalizada. 

Antes de 2010, la situación en cuanto al tratamiento del melanoma era bastante 

desalentadora. Si bien es cierto que la cirugía era, y sigue siendo, la estrategia más 

efectiva para extirpar el tumor en sus etapas iniciales, las opciones para combatir el 

melanoma metastásico se limitaban principalmente a la aplicación de las primeras 

inmunoterapias con citoquinas o el uso de quimioterapia, como la dacarbazina (Guo 

et al., 2021). Los tratamientos con altas dosis de IL-2 o con IF-α 2b mostraban 

propiedades inmunomoduladoras y antitumorales en el melanoma, pero estas terapias 

solo beneficiaban a un reducido número de pacientes o resultaban en una toxicidad 

significativa que requería hospitalización (Domingues et al., 2018). Por otro lado, la 

dacarbazina y otros sistemas de quimioterapia solo tenían una eficacia limitada en el 

tratamiento del melanoma, con tasas de respuesta de aproximadamente un 20%. 

Además, surgió la radioterapia como una opción terapéutica alternativa que involucra el 

uso de rayos X o gamma. Aunque inicialmente se aplicaba con el propósito de erradicar 

células cancerosas y reducir el tamaño de los tumores, posteriormente se comprobó 

que el mayor beneficio se obtiene cuando la radioterapia se emplea en conjunto con 

inmunoterapias para mejorar su eficacia, fortaleciendo tanto la respuesta inmunológica 

innata como la adaptativa contra el cáncer (Kim et al., 2020).  
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A partir de 2011, dos tipos nuevos de fármacos comenzaron a cambiar el panorama 

de tratamientos para el melanoma metastásico (Guo et al., 2021). Uno fue un grupo de 

terapias dirigidas llamadas inhibidores de BRAF e inhibidores de MEK y el otro fue un 

tipo de inmunoterapia llamada inhibidores de puntos de control inmunitario. Además, 

también se aprobó el uso de la inmunoterapia oncolítica con talimogene laherparepvec 

(T-VEC) (Figura 2.28). 

 

Figura 2.28. Secuencia temporal de las terapias aprobadas por la FDA para el melanoma metastásico. HD: 

dosis altas, Ipi: Ipilimumab, T-VEC: talimogene laherparepvec. Imagen traducida de Guo et al., 2021. 

 

Aproximadamente el 70% de los individuos con melanoma cutáneo presentan 

mutaciones en genes que participan en rutas de señalización clave, principalmente en 

BRAF. Estas alteraciones genéticas pueden relacionarse con el crecimiento de las 

células de melanoma y un comportamiento maligno (Flaherty, 2012). En la estrategia de 

la terapia dirigida, se emplean moléculas pequeñas o anticuerpos que influyen en estas 

proteínas mutadas, que desempeñan un papel fundamental en el avance de la 

enfermedad (Figura 2.29). 

En los últimos años, se han desarrollado enfoques moleculares para combatir el 

melanoma que presenta mutaciones en BRAF, una quinasa clave en la ruta de MAPK. 

La agencia de administración de alimentos y medicamentos de Estados Unidos (FDA, 

Food and Drug Administration) aprobó dos inhibidores selectivos de la proteína con la 

mutación BRAFV600E, el vemurafenib en 2011 y el dabrafenib en 2013, para tratar 

melanomas irresecables (no viables quirúrgicamente) o metastásicos con esta 

mutación. Comparado con la quimioterapia, ambos fármacos mejoraron 

significativamente las tasas de respuesta clínica, la supervivencia sin progresión y la 

supervivencia global en pacientes con melanoma metastásico (Ballantyne & Garnock-

Jones, 2013; Chapman et al., 2011). A pesar de los notables beneficios clínicos de las 

https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000772606&version=Patient&language=es
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terapias que se dirigen a bloquear BRAF mutante, la resistencia a estos tratamientos se 

ha convertido en un desafío. Sin embargo, las terapias combinadas en pacientes con 

melanoma parecen ser una estrategia adecuada para superar estos mecanismos de 

resistencia (Rizos et al., 2014). En este sentido, el dicloroacetato, que modifica el 

metabolismo de las células cancerosas y las hace más susceptibles a la apoptosis, ha 

demostrado ser efectivo incluso en células de melanoma resistentes a vemurafenib 

(Pópulo et al., 2015). 

Además, dirigirse a los efectores de señalización aguas abajo de los oncogenes 

impulsados por BRAF representa una estrategia efectiva para vencer la resistencia a los 

inhibidores de BRAF (Flaherty, Robert, et al., 2012). En particular, el bloqueo de MEK, 

que se encuentra aguas abajo de BRAF, presenta diferencias significativas en 

comparación con los inhibidores de BRAF, ya que los inhibidores de MEK han 

demostrado actividad positiva en melanomas que portan mutaciones NRAS. En 2013, 

la FDA aprobó el trametinib, un inhibidor farmacológico de MEK1/2 con propiedades 

antitumorales para el tratamiento de melanomas que portan mutaciones BRAF y que no 

son candidatos para cirugía o presentan metástasis (Livingstone et al., 2014). La 

inhibición de MEK1/2 conlleva la supresión de la señalización celular mediada por 

factores de crecimiento y una reducción en la proliferación de células tumorales. Otra 

estrategia exitosa es la terapia combinada de trametinib y dabrafenib, aprobada en 2014 

por la FDA (Flaherty, Infante, et al., 2012). En 2015, se obtuvo la aprobación de la 

combinación de vemurafenib y cobimetinib, otro inhibidor selectivo de MEK (Larkin et al., 

2014). Este enfoque ha demostrado mejoras significativas en la supervivencia sin 

progresión de los pacientes con melanoma. Asimismo, varios ensayos clínicos están en 

curso para evaluar la combinación de cobimetinib y vemurafenib, así como su uso en 

combinación con quimioterapia, inmunoterapias y otras terapias dirigidas (Ribas et al., 

2020). Además, aguas debajo de MEK, se han identificado otros inhibidores, como el 

inhibidor selectivo de ERK1/2 llamado SCH772984, que puede erradicar las células 

tumorales que presentan mutaciones BRAF, NRAS o KRAS en una concentración 

nanomolar (Morris et al., 2013). Aunque los inhibidores de BRAF y MEK son los tipos de 

terapia dirigida más conocidos, se han estudiado dianas moleculares alternativas como 

son los inhibidores de c-KIT, de VEGF, de la ruta PI3K-AKT-mTOR o de las quinasas 

dependiente de ciclinas (Figura 2.29). En el melanoma, las mutaciones en el gen KIT 

pueden activar señalización celular anormal. El inhibidor de c-KIT, imatinib, ha mostrado 

cierta eficacia en pacientes con melanoma que presentan estas mutaciones, aunque la 

duración de la respuesta es limitada (Hodi et al., 2013). Otros inhibidores multiquinasa, 

como sunitinib, dasatinib y nilotinib, pueden tener actividad en pacientes con melanoma 
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que contienen mutaciones en KIT (Livingstone et al., 2014). Además, los melanomas 

expresan niveles elevados de VEGF, que promueve la formación de vasos sanguíneos 

en el tumor. Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal anti-VEGF, ha demostrado 

beneficios en ensayos clínicos, pero aún no es una terapia aprobada (Kim et al., 1993). 

La ruta de señalización PI3K-AKT-mTOR también desempeña un papel importante en 

el melanoma, y se están evaluando inhibidores de esta vía en combinación con otros 

tratamientos (Pópulo et al., 2012). Además, dado que, en los melanomas familiares un 

2% se asocian con mutaciones en CDK4, existe una nueva generación de inhibidores 

selectivos de CDK4/6, incluidos ribociclib, abemaciclib y palbociclib, que ha permitido 

atacar a los tumores con más eficacia y menos efectos adversos (O’Leary et al., 2016).  

 

 

Figura 2.29. Terapias dirigidas aprobadas por la FDA (en blanco: vemurafenib, dabrafenib, trametinib y 

cobimetinib) o en ensayos (en gris oscuro: imatinib, sunitinib, dasatinib, nilotinib, bevacizumab, PI-103, 

BKM120, GSK2636771, INCB050465, IPI-549, MK2206, everolimus, temsirolimus, ribociclib, abemaciclib, 

palbociclib, SHR6390 y ASN003) para el tratamiento del melanoma cutáneo. AKT: proteína quinasa B, 

BRAF: protooncogén B-Raf, CDK: quinasa dependiente de ciclina, ERK: quinasa regulada por señales 

extracelulares, GRB2: proteína 2 unida al receptor del factor de crecimiento, MEK: quinasa activada por 

mitógenos que activa a ERK, MITF: factor de transcripción asociado a microftalmia, mTOR: proteína diana 

de la rapamicina en mamíferos, PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa, VEGFR: receptor del factor de crecimiento 

vascular endotelial. Imagen traducida de Domingues et al., 2018. 

 

En cuanto a la inmunoterapia, en las últimas décadas, la estrategia de bloquear los 

puntos de control inmunitario ha demostrado ser prometedora en el tratamiento del 

cáncer, al reactivar la respuesta inmunitaria contra las células tumorales (Soularue et al., 
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2018). La activación de las células T requiere dos señales: el reconocimiento del 

antígeno tumoral y una señal coestimuladora. Sin embargo, existen señales inhibidoras, 

como CTLA-4, PD-1 y PD-L1, conocidas como "puntos de control inmunitario", que 

pueden frenar la respuesta inmunitaria (Figura 2.30).  

Ipilimumab, aprobado por la FDA en 2011 para el tratamiento de melanomas 

avanzados, es un anticuerpo que se dirige contra el receptor CTLA-4. Este receptor 

actúa como un inhibidor clave en el control del sistema inmunitario que restringe la 

activación de las células T y promueve la tolerancia inmune (Figura 2.30) (Brunet et al., 

1987). El bloqueo de CTLA-4 conduce a una mayor producción de citoquinas 

proinflamatorias por parte de las células T y un incremento en la expansión e infiltración 

de células T en los tumores que responden al tratamiento. 

El receptor PD-1 se une a sus ligandos PD-L1 y PD-L2, actuando como una molécula 

que inhibe la función de las células T y suprime su activación (Figura 2.30). Nivolumab 

es un anticuerpo monoclonal de alta afinidad contra PD-1 que bloquea la interacción 

entre el receptor PD-1 y sus ligandos. Fue aprobado por la FDA en 2014 para el 

tratamiento de melanoma metastásico y ha demostrado una eficacia superior en 

comparación con monoterapias como ipilimumab o quimioterapia (Specenier, 2016). 

Pembrolizumab, otro anticuerpo anti-PD-1, recibió la aprobación de la FDA en 2015 para 

el tratamiento de melanomas avanzados. Ofrece una supervivencia global mejorada en 

pacientes con melanoma avanzado en comparación con ipilimumab, con una toxicidad 

menor (Robert et al., 2015). Además, se están llevando a cabo múltiples ensayos 

clínicos que investigan el uso de nivolumab y pembrolizumab en monoterapia o en 

combinación con otras terapias como quimioterapia, radioterapia, inmunoterapias 

adicionales y terapias dirigidas. También se están evaluando otras moléculas anti-PD-1 

y anti-PD-L1 en ensayos clínicos de fase I/II, en diversas combinaciones y para 

diferentes tipos de cáncer, como melanoma y otros (Domingues et al., 2018). 
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Figura 2.30. Papel de CTLA-4 y PD-1 en la regulación del sistema inmunitario. APC: célula presentadora 

de antígenos, MHC: complejo mayor de histocompatibilidad, TCR: receptor de células T. Imagen traducida 

de Soularue et al., 2018. 

 

No obstante, a pesar de los avances significativos en el ámbito de las terapias 

dirigidas e inmunoterapias para combatir el cáncer, estas modalidades terapéuticas 

presentan limitaciones importantes como la capacidad de las células cancerosas para 

desarrollar resistencia con el tiempo.  

Otra modalidad de inmunoterapia antitumoral es mediante el uso de virus oncolíticos, 

una terapia que puede ocasionar la regresión del tumor al destruir de manera específica 

las células cancerosas, inducir la muerte celular inmunogénica y estimular una 

respuesta inmunitaria sistémica contra el cáncer (Kaufman et al., 2015). Hasta hace 

poco, se habían observado beneficios clínicos mediante la administración directa de 

virus oncolíticos dentro del tumor. En 2015, la FDA aprobó el primer tratamiento de este 

tipo, talimogene laherparepvec (T-VEC), para tratar localmente a pacientes con 

melanoma recurrente que no eran candidatos para cirugía (Pol et al., 2016). T-VEC es 

una versión genéticamente modificada del virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1). Sus 

modificaciones genéticas incluyen la eliminación de genes específicos que mejoran su 

capacidad para atacar el cáncer. Estos cambios permiten que el virus se replique 

selectivamente en células tumorales, disminuyendo su patogenicidad. Además, T-VEC 

incorpora genes que estimulan una respuesta inmunológica sistémica contra el virus y 

las células cancerosas (Bommareddy et al., 2017). Esto ha generado un gran interés en 

el desarrollo de otros virus oncolíticos como coxsackievirus A21 (V937), con el fin de 

permitir una opción alternativa de tratamiento frente al melanoma (Lutzky et al., 2023). 
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Recientemente, se ha desarrollado la terapia de transferencia de células T como un 

nuevo enfoque terapéutico para los tumores sólidos, incluidos los melanomas (Zhang & 

Xu, 2017). Se divide en dos categorías principales: la terapia con linfocitos infiltrantes 

tumorales (TIL, tumor-infiltrating lymphocytes) y la terapia de células T que expresan el 

receptor antígeno quimérico (CAR, chimeric antigen receptor). Ambas estrategias 

implican obtener células inmunitarias del paciente, cultivarlas en el laboratorio y luego 

reintroducirlas en el cuerpo a través de una infusión intravenosa. El proceso de cultivo 

de estas células puede durar de 2 a 8 semanas y generalmente se combina con 

quimioterapia y, en ocasiones, radioterapia para reducir otras células inmunitarias y 

mejorar la eficacia de las células T cultivadas. En la terapia con células TIL, se extraen 

linfocitos T del tumor y se seleccionan aquellos que tienen una mejor respuesta contra 

las células cancerosas, luego se multiplican en el laboratorio antes de reintroducirlos en 

el paciente. En la terapia de células T con CAR, las células T se modifican en el 

laboratorio para producir receptores de antígeno quimérico que mejoran su capacidad 

para reconocer y atacar a las células cancerosas (Domingues et al., 2018). Estas 

estrategias han mostrado resultados prometedores en estudios preclínicos y se 

encuentran actualmente en ensayos clínicos con pacientes de melanoma (Almåsbak 

et al., 2016; Jackson et al., 2016; Merhavi-Shoham et al., 2017). 

2.2.2.9. Importancia del microambiente tumoral, heterogeneidad y 

plasticidad celular en la resistencia a terapias en melanoma 

A pesar de la evolución en el tratamiento del melanoma, las terapias disponibles en 

la actualidad no ofrecen una cura para el 80% de los pacientes con melanoma 

metastásico. Un gran número de pacientes presenta resistencia innata a estas terapias 

(resistencia primaria), mientras que, en otros, el melanoma puede reaparecer y 

desarrollar resistencia después de una respuesta inicial (resistencia adquirida). 

La enorme diversidad presente tanto en las células cancerosas como en las células 

que constituyen el microentorno tumoral desencadena la progresión de la enfermedad 

y contribuye a la resistencia a las terapias (Marusyk et al., 2020). En este sentido, la 

agresividad del melanoma se debe en gran parte a su marcada heterogeneidad 

intratumoral. Este término se refiere a la presencia de diversas subpoblaciones de 

células cancerosas en un tumor, cada una con patrones genéticos distintos y fenotipos 

diversos. Los tumores con esta composición heterogénea pueden adaptarse 

rápidamente a cambios en su entorno, lo que resulta en una mayor resistencia a los 

tratamientos (Ahmed & Haass, 2018). En general, la heterogeneidad se puede clasificar 

en tres tipos: heterogeneidad entre pacientes, intertumoral e intratumoral. Así, nos 
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podemos referir por tanto a las diferencias en tumores de pacientes diversos, entre 

distintas lesiones del mismo paciente y diferencias en poblaciones celulares presentes 

dentro de un tumor determinado, respectivamente (Ng et al., 2022). 

También es importante considerar el concepto de plasticidad tumoral, que sugiere 

que la heterogeneidad no es un proceso unidireccional, sino más bien un proceso 

dinámico que permite a las células cambiar entre diferentes estados fenotípicos en lugar 

de seguir un patrón jerárquico. Esta diversidad intratumoral contribuye a la progresión 

del tumor al afectar sus propiedades migratorias e invasivas (Hoek & Goding, 2010). Los 

genes que definen un estado de invasión difieren significativamente de aquellos que 

definen un estado de proliferación, y estos estados pueden verse influenciados por 

diferentes tratamientos (Verfaillie et al., 2015). 

Además, el microambiente tumoral representa un ecosistema complejo compuesto 

por células cancerosas y no cancerosas. Los tipos de células no cancerosas incluyen 

células epiteliales y endoteliales, fibroblastos y células del sistema inmunitario como 

células dendríticas, macrófagos y células T o B. Al igual que las células cancerosas, 

este microambiente también sufre cambios a lo largo de la evolución del tumor, lo que 

promueve aún más el crecimiento, la invasión y la resistencia a la terapia de las células 

cancerosas (Somasundaram et al., 2016). 

Aunque la variabilidad fenotípica y la plasticidad en líneas celulares de melanoma se 

describieron hace aproximadamente cuatro décadas (Bennett, 1983; Fidler et al., 1981), 

la caracterización molecular de estados fenotípicos específicos se mejoró 

significativamente con la identificación del gen que codifica el factor de transcripción 

asociado a la microftalmia, MITF (Hodgkinson et al., 1993; Hughes et al., 1994), que ha 

permitido definir estados fenotípicos concretos influenciados por señales del 

microambiente. 

El modelo de reóstato de MITF ha demostrado ser útil para explicar cómo las células 

pueden alterar sus características fenotípicas de manera reversible in vivo, pasando 

entre estados diferenciados, proliferativos e invasivos en respuesta a señales del 

microambiente que influyen en la actividad de MITF (Figura 2.31). Lo más significativo 

es que, a diferencia de muchos otros cánceres, se han identificado marcadores 

biológicos claramente definidos para los distintos estados fenotípicos de las células de 

melanoma. Estos marcadores han proporcionado información clave sobre los 

mecanismos moleculares que impulsan estos cambios fenotípicos inducidos por el 

microambiente, así como su relación con la propagación de metástasis y la resistencia 

a la terapia (Rambow et al., 2019). En general, se distinguen dos grandes poblaciones 
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celulares en función de la expresión de MITF. Las células que presentan niveles bajos 

de MITF se asocian con una mayor resistencia a fármacos, mientras que su presencia 

es necesaria para respuestas sólidas a los medicamentos. Tanto en la resistencia 

primaria como en la adquirida, los niveles de MITF se correlacionan inversamente con 

la expresión de varios receptores tirosina quinasas, como AXL, que está implicado en 

los mecanismos de resistencia a los medicamentos por parte de las células cancerosas 

(Müller et al., 2014). Así pues, se ha identificado el fenotipo MITF alto / AXL bajo para 

células proliferativas, poco invasivas y sensibles a drogas y el fenotipo MITF bajo /         

AXL alto para células invasivas y resistentes a drogas. En este sentido, y teniendo en 

cuenta el modelo de reóstato de MITF, los estados celulares con mayor capacidad para 

generar tolerancia a drogas son los estados desdiferenciados, de estrés (por falta de 

nutrientes, oxígeno, etc.) y similares a las células madre de la cresta neural, así como 

los estados hiperdiferenciados no proliferativos (Figura 2.31). 

 

Figura 2.31. Modelo de reóstato según la expresión de MITF en melanoma. Imagen traducida de Rambow 

et al., 2019. 

 

En definitiva, una mejor comprensión de esta compleja red y su implicación en la 

diversidad dentro del tumor, la adquisición de resistencia a los fármacos y, en última 

instancia, la ineficacia del tratamiento puede abrir la puerta a nuevas estrategias 

terapéuticas contra el melanoma resistente. 
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2.2.2.10. Evasión del sistema inmunitario en melanoma 

El sistema inmunitario se define como el conjunto de estructuras, células y procesos 

biológicos que actúan de forma coordinada para proteger al organismo contra las 

enfermedades y las infecciones causadas por microorganismos patógenos, como 

bacterias, virus, hongos y otros agentes nocivos. Su función principal es identificar y 

eliminar estas amenazas, así como también reconocer y eliminar células anormales o 

dañadas dentro del cuerpo. Existen dos tipos principales de sistema inmunitario: innato 

y adaptativo (Vivier & Malissen, 2005). 

El sistema inmunitario innato actúa como una primera línea de defensa rápida y 

genérica contra las amenazas. No es específico para un patógeno en particular y está 

presente desde el nacimiento. Incluye barreras físicas como la piel y las mucosas, así 

como células especializadas como neutrófilos, monocitos, macrófagos, células 

dendríticas y células NK (Zhang & Zhang, 2020). Los neutrófilos, monocitos y 

macrófagos son capaces de eliminar células tumorales, así como desencadenar 

reacciones tanto proinflamatorias como inmunosupresoras en el microambiente tumoral. 

Las células dendríticas son potentes células presentadoras de antígenos que pueden 

localizar elementos extraños en el cuerpo, fagocitarlos y luego "presentar" los antígenos 

de estos elementos no deseados en su superficie. En concreto, las células dendríticas 

se dirigen a regiones donde se encuentran los linfocitos, como los ganglios linfáticos y 

el bazo, y los activan para iniciar una respuesta inmunitaria específica contra estos 

antígenos (Mitchell et al., 2018). Finalmente, las células NK desempeñan un papel muy 

importante en la respuesta inmunitaria innata (Vivier et al., 2011). Estas células tienen 

la capacidad de atacar a las células cancerosas sin requerir una especificidad particular 

de antígenos, lo que complementa la acción de las células T citotóxicas que sí dependen 

de la especificidad del complejo mayor de histocompatibilidad. Las células NK eliminan 

directamente las células tumorales utilizando gránulos citotóxicos y también colaboran 

con otras células inmunitarias al liberar citoquinas proinflamatorias (Paul & Lal, 2017). 

El sistema inmunitario adaptativo o adquirido se desarrolla a lo largo del tiempo en 

respuesta a las infecciones y es altamente específico para determinados patógenos. 

Las células clave en este sistema son los linfocitos T y B. Los linfocitos T tienen un papel 

clave en la investigación de la inmunología tumoral debido a sus diversas funciones, 

como la eliminación directa de células infectadas y la regulación de la respuesta 

inmunitaria (Coulie et al., 2014). Su activación se inicia cuando los receptores de células 

T (TCR, T-cell receptor) interactúan con fragmentos de antígenos tumorales 

presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, major 
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histocompatibility complex). Los TCR se producen a través de una serie de 

reordenamientos genéticos que generan una amplia gama de variantes, otorgando a las 

células T diversidad y especificidad. Entre los principales tipos de células T, además de 

las células T citotóxicas (T CD8+), se incluyen las células T auxiliares (CD4+) y las 

células T reguladoras. En cambio, los linfocitos B producen anticuerpos que se unen a 

patógenos específicos y los neutralizan. Además, ayudan a mantener la estructura de 

órganos linfoides y contribuyen a la formación de estructuras linfoides terciarias (TLS, 

tertiary lymphoid structures) en sitios de inflamación crónica y tumores, lo que favorece 

el reclutamiento y la activación local de células B y T y, por lo tanto, contribuye a la 

inmunidad a largo plazo (Sautès-Fridman et al., 2019). 

La importancia del sistema inmunitario en la eliminación de las células cancerosas 

se ha reconocido desde hace tiempo, con casos de regresión espontánea del melanoma 

(Papac, 1996). Inicialmente, Thomas y Burnet introdujeron el término de 

"inmunovigilancia", demostrando que el sistema inmunitario elimina las células malignas 

al reconocer antígenos asociados a tumores (Parish, 2003). Sin embargo, se ha 

reconocido que la relación entre el sistema inmunitario y el cáncer es más compleja de 

lo que se pensaba inicialmente (Dunn et al., 2002, 2004). Además de la 

inmunovigilancia, el sistema inmunitario también puede controlar el cáncer durante 

largos períodos de tiempo mediante un proceso llamado equilibrio (Koebel et al., 2007). 

Esto ha llevado al desarrollo de la hipótesis de la inmunoedición del cáncer, que abarca 

las diversas funciones potenciales del sistema inmunitario en la protección y la 

modulación del crecimiento tumoral durante todo el desarrollo del cáncer (Dunn et al., 

2004). La inmunoedición del cáncer consta de tres etapas: eliminación, equilibrio y 

escape (Figura 2.32). En la fase de eliminación, que representa el concepto clásico de 

inmunovigilancia, los sistemas inmunitarios innato y adaptativo cooperan entre sí para 

identificar y destruir células cancerosas antes de que sean evidentes clínicamente. Sin 

embargo, algunas células malignas pueden no ser completamente eliminadas y, en su 

lugar, entran en una fase de equilibrio, donde el sistema inmunitario controla su 

crecimiento. Durante esta fase, algunas células cancerosas sobreviven a la presión 

selectiva del sistema inmunitario, pero su proliferación se ve estrictamente limitada. A 

pesar de que puede durar años, este periodo de latencia tumoral puede interrumpirse 

repentinamente, llevando a la progresión de las células hacia la fase de escape o 

evasión. En esta etapa, las células tumorales editadas con menor inmunogenicidad 

comienzan a crecer sin restricciones inmunológicas, creando un entorno tumoral que 

suprime la respuesta inmunitaria (Borroni & Grizzi, 2021).  
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Figura 2.32. Inmunoedición a lo largo de la formación y progresión del tumor. MDSC: células supresoras 

derivadas de células mieloide, TAM: macrófagos asociados a tumores. Imagen traducida de Zhu & Yu, 

2022. 

 

A pesar de que el melanoma es altamente inmunogénico y podría provocar una 

respuesta inmune antitumoral debido a su alta carga mutacional, también es capaz de 

evadir la respuesta del sistema inmunitario. Uno de los mecanismos involucrados en 

este escape inmunitario se produce a través del receptor activador NKG2D, expresado 

en células NK (Duan et al., 2019). La activación de estos receptores desencadena la 

citotoxicidad mediada por células NK y proporciona una señal coestimuladora para las 

células T CD8+ y las células T γδ (S. Bauer et al., 1999).  

El receptor activador NKG2D es una proteína transmembrana de tipo II similar a la 

lectina de tipo C expresada como un homodímero en la superficie de todas las células 

NK murinas y humanas (Paul & Lal, 2017). La activación de este receptor provoca su 

unión con la proteína DAP10 o DAP12 (en ratón), lo que permite transmitir señales 

intracelulares a través de la PI3K y GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) para 

activar la transcripción de genes diana asociados con el mantenimiento de las células 

efectoras, incluidos aquellos que regulan la proliferación, la citotoxicidad y la liberación 

de citoquinas, perforinas y granzimas (Figura 2.33). De esta manera, se favorece la 

eliminación de las células tumorales.  
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Figura 2.33. Función del receptor NKG2D en células NK. GRB2: proteína 2 unida al receptor del factor de 

crecimiento, NKG2DL: ligando del receptor NKG2D, PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa. Imagen traducida de 

Jones et al., 2022. 

 

El receptor NKG2D reconoce una amplia gama de ligandos. Sus ligandos son a 

menudo expresados como respuesta a la transformación maligna y se han convertido 

en un enfoque clave de investigación en inmunoterapia contra el cáncer (Figura 2.33). 

En ratones, NKG2D se une a las proteínas de la familia Rae-1α-ϵ, al antígeno menor de 

histocompatibilidad H60 y al transcrito similar a la proteína de unión a UL16 de ratón 

(MULT-1) (Dunn et al., 2004). En humanos, los ligandos de NKG2D incluyen las 

moléculas relacionadas con el MHC-I, MICA (MHC class I polypeptide‐related sequence 

A) y MICB (MHC class I polypeptide‐related sequence B), así como seis tipos de 

proteínas de unión a UL16 1-6 (ULBP1-6). MICA y MICB, abreviados como MICA/B, son 

los ligandos más estudiados debido a que las células malignas los regulan 

negativamente mediante mecanismos moleculares desconocidos que representan 

nuevos objetivos terapéuticos (Xing & Ferrari de Andrade, 2020). Se ha visto en muchos 

cánceres humanos, incluyendo melanoma, que la actividad de MICA/B se reduce 

mediante un proceso de corte proteolítico, lo que facilita la evasión del sistema 

inmunitario. En esta Tesis Doctoral, nos hemos centrado en la eliminación de MICA/B, 

con el objetivo de que puedan desarrollarse nuevas estrategias de inmunoterapia en el 

tratamiento del melanoma. 
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Los ligandos MICA/B para NKG2D son proteínas de membrana con dominios 

extracelulares similares al MHC, pero a diferencia de las moléculas MHC clásicas, no 

se asocian con la β2 microglobulina ni presentan antígenos (Groh et al., 1996). Los 

ectodominios de MICA/B constan de tres dominios tipo Ig tipo C denominados dominios 

α1, α2 y α3. Los dominios α1 y α2 son los que interactúan con la proteína NKG2D y 

están ubicados más lejos de la membrana celular, mientras que el dominio α3, más 

cercano a la membrana, no interactúa con NKG2D (Li et al., 2001). La escisión 

proteolítica de MICA/B comienza en el dominio α3, donde una proteína disulfuro 

isomerasa, llamada ERp5, rompe un enlace disulfuro específico entre los aminoácidos 

202 y 259, lo que probablemente despliega el dominio α3 y expone el sitio de escisión 

proteolítica (Kaiser et al., 2007). Esta escisión es un proceso de varios pasos que 

involucra a varias metaloproteasas, incluyendo MMP14, ADAM10 y ADAM17, y resulta 

en la liberación de la porción extracelular completa de MICA/B, incluyendo los dominios 

α1 y α2 que son esenciales para la unión a NKG2D (Liu et al., 2010; Waldhauer et al., 

2008). 

Varios estudios han demostrado que altos niveles de ADAM10 en células de 

melanoma se correlacionan con una menor respuesta inmunitaria y una mayor 

progresión del tumor (Donizy et al., 2015; Gangemi et al., 2014; Lee et al., 2010). 

ADAM10 es una enzima anclada a la membrana que está involucrada en diversos 

eventos biológicos, como la escisión de proteínas de membrana y la proteólisis. 

Pertenece a la superfamilia ADAM (a desintegrin and metalloprotases), que contiene 21 

miembros en humanos, 13 de los cuales codifican un dominio proteolíticamente activo 

y comparten una estructura común (Figura 2.34). Las proteínas ADAM comparten una 

estructura multidominio común que incluye un dominio extracelular N-terminal con un 

prodominio tipo chaperona con dos sitios de reconocimiento convertasa, un dominio 

catalítico de metaloproteinasa dependiente de Zn2+, un dominio de desintegrina, un 

dominio rico en cisteína que tiene una región hipervariable (HVR), repeticiones de un 

dominio similar a EGF (epidermal growth factor), un dominio transmembrana y un 

dominio citoplásmico de unión a SH3 C-terminal (Lambrecht et al., 2018). En el caso de 

ADAM10 y ADAM17, no tienen el dominio similar a EGF. ADAMDEC1 (similar a ADAM 

y decisina 1) es una metaloproteinasa inusual que, a diferencia de las ADAM clásicas, 

se secreta en lugar de estar anclada a la membrana. Las proteínas ADAMTS son una 

familia de proteinasas que contienen varias repeticiones de trombospondina en su 

estructura. 
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Figura 2.34. Estructura de las proteínas ADAM y ADAMTS humanas que tienen actividad proteolítica. EGF: 

factor de crecimiento epidérmico, HVR: región hipervariable. Imagen traducida de Lambrecht et al., 2018. 

 

Recientemente, estudios con células de melanoma revelaron que los anticuerpos 

dirigidos específicamente al dominio α3 de MICA/B suprimieron de manera significativa 

su corte proteolítico, lo que se tradujo en un notable incremento de la actividad citotóxica 

por parte de las células NK (Ferrari de Andrade et al., 2018). Por tanto, el bloqueo de la 

eliminación proteolítica de MICA/B en las células tumorales provocó que las células NK 

pudieran detectarlas y eliminarlas. 
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2.3. CÁNCER DE PÁNCREAS 

El cáncer de páncreas es una enfermedad maligna que se origina en el tejido 

pancreático, un órgano vital ubicado en la parte superior del abdomen. Se caracteriza 

por un crecimiento anormal y descontrolado de las células pancreáticas, que puede dar 

lugar a la formación de tumores. Este tipo de cáncer es conocido por su agresividad y 

su tendencia a propagarse rápidamente a otros órganos, lo que dificulta su detección 

temprana y su tratamiento efectivo. A menudo, el cáncer de páncreas no causa síntomas 

evidentes en las etapas iniciales, lo que contribuye a su diagnóstico en etapas 

demasiado avanzadas, cuando las opciones terapéuticas son limitadas. Aunque la 

investigación médica ha avanzado en la comprensión de los factores de riesgo y las 

posibles causas subyacentes del cáncer de páncreas, sigue siendo una enfermedad 

desafiante con una tasa de supervivencia global relativamente baja.  

Se distinguen dos tipos de cáncer de páncreas, en función del tipo de célula donde 

se origina, siendo los cánceres exocrinos el tipo de cáncer de páncreas más común. 

Entre estos cánceres, destaca el adenocarcinoma pancreático ductal (PDAC, pancreatic 

ductal adenocarcinoma) con un 95%, aunque existen otros tipos menos frecuentes de 

cáncer de páncreas exocrino como los carcinomas adenoescamosos, carcinomas de 

células escamosas, carcinomas de células en anillo de sello y carcinomas no 

diferenciados (Luchini et al., 2020). El resto de las neoplasias pancreáticas se originan 

en las células endocrinas, que representan alrededor del 7% de todos los casos de 

cáncer de páncreas, donde destacan los tumores neuroendocrinos pancreáticos como 

el insulinoma, glucagonoma y gastrinoma (Mpilla et al., 2020). 

 Células pancreáticas y cáncer de páncreas 

El cáncer de páncreas es un tipo de cáncer que se inicia por el crecimiento 

descontrolado de las células del páncreas. El páncreas es un órgano dual con funciones 

tanto endocrinas como exocrinas, ya que participa en la producción de hormonas y en 

la secreción de enzimas digestivas. Estas dos funciones se realizan a través de 

diferentes tipos de células presentes en el páncreas: células endocrinas y células 

exocrinas (Figura 2.35). 

Células Endocrinas 

Las células endocrinas representan una pequeña proporción del páncreas y se 

agrupan en estructuras llamadas islotes de Langerhans, que están dispersos por todo 

el tejido pancreático. Estas células son responsables de producir y liberar hormonas 
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directamente en el torrente sanguíneo, lo que regula varios procesos metabólicos en el 

cuerpo. Los tipos principales de células endocrinas presentes en los islotes de 

Langerhans son: 

1. Células beta: Estas células son fundamentales para la regulación del azúcar en 

sangre. Producen insulina, una hormona que facilita la absorción de glucosa en 

las células, reduciendo así los niveles de azúcar en sangre. 

2. Células alfa: Estas células producen glucagón, otra hormona crucial para el 

control de la glucosa en sangre. El glucagón promueve la liberación de glucosa 

almacenada en el hígado, lo que aumenta los niveles de azúcar en sangre 

cuando son demasiado bajos. 

3. Células delta: Estas células producen somatostatina, una hormona que regula la 

liberación de insulina y glucagón, ayudando a mantener un equilibrio en los 

niveles de azúcar en sangre. 

4. Células gamma: A diferencia de las otras células endocrinas, las células gamma 

no son tan comunes y su función no está tan bien definida. Estas células se 

asocian principalmente con la producción de la hormona pancreática polipéptido, 

que regula la función exocrina pancreática, incluyendo la liberación de enzimas 

digestivas en el intestino tras la ingesta de alimentos. 

Células Exocrinas 

La mayor parte del páncreas está compuesta por células exocrinas, las cuales están 

involucradas en la digestión. Estas células producen enzimas digestivas que se liberan 

en los conductos pancreáticos y finalmente llegan al intestino delgado. Las enzimas 

pancreáticas son esenciales para descomponer los alimentos en nutrientes más 

pequeños, como proteínas, grasas y carbohidratos, para que puedan ser absorbidos por 

el cuerpo. Los tipos de células exocrinas incluyen: 

1. Células acinares: Son las principales responsables de la producción de enzimas 

digestivas. Estas enzimas incluyen lipasas, amilasas y proteasas, que 

descomponen los lípidos, carbohidratos y proteínas respectivamente. 

2. Células ductales: Estas células recubren los conductos pancreáticos y son 

responsables de la producción y secreción de bicarbonato y líquidos, que 

neutralizan la acidez del quimo proveniente del estómago y ayudan en la 

digestión. 
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Figura 2.35. Tipos de células (endocrinas y exocrinas) presentes en el páncreas. Imagen traducida de Ellis 

et al., 2017. 

 

La colaboración entre las células endocrinas y exocrinas es crucial para mantener un 

equilibrio en el cuerpo. La disfunción en cualquiera de estos tipos de células puede tener 

impactos significativos en la salud, como en el caso de la diabetes cuando las células 

beta no producen suficiente insulina. Por tanto, comprender la interacción entre estos 

tipos de células es esencial para el tratamiento y la prevención de trastornos 

pancreáticos y metabólicos. 

En general, se emplea el adenocarcinoma pancreático ductal como modelo de cáncer 

de páncreas, ya que representa más del 90% de todos los tumores pancreáticos (Jiang 

et al., 2022). Estos tumores se originan a partir de las células ductales que revisten los 

pequeños conductos en el páncreas, y con frecuencia están asociados con la expresión 

de KRAS mutante. 

 Patogénesis del cáncer de páncreas 

La patogénesis del cáncer de páncreas es un proceso complejo que involucra una 

serie de cambios genéticos, moleculares y celulares. La mayoría de los cánceres de 

páncreas se desarrollan a partir de las células exocrinas del páncreas, específicamente 

en los conductos pancreáticos, siendo el PDAC el tipo más común de cáncer de 

páncreas. Durante el desarrollo del tumor, se observa una acumulación de diferentes 

alteraciones genéticas (Figura 2.36). Las mutaciones oncogénicas más frecuentes para 

PDAC son mutaciones activadoras de KRAS e inactivadoras en genes supresores de 

tumores como CDKN2A/p16, SMAD4 y TP53 (Ying et al., 2016).  
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Estas mutaciones iniciales, destacando la activación de KRAS, impulsan bien una 

transformación de las propias células ductales o bien una transición de células exocrinas 

llamada metaplasia acinar a ductal (ADM, acinar-to-ductal metaplasia), en la cual las 

células acinares pierden su diferenciación y adoptan características de las células 

ductales o epiteliales (Orth et al., 2019). De esta forma, aparecen lesiones precursoras, 

que incluyen las neoplasias intraepiteliales (PanIN, pancreatic intraepithelial neoplasia), 

siendo las más frecuentes, y, en menor medida, las neoplasias mucinosas pancreática 

intraductal (IPMN, intraductal pancreatic mucinous neoplasia) y las neoplasias quísticas 

mucinosas (MCN, mucinous cystic neoplasia). Estas lesiones pueden presentarse en el 

páncreas durante años antes de desarrollarse el cáncer invasivo. A medida que las 

células tumorales acumulan más mutaciones, se vuelven más agresivas y adquieren la 

capacidad de invadir tejidos circundantes y propagarse a otras partes del cuerpo. En 

este sentido, las neoplasias intraepiteliales pancreáticas se dividen en tres etapas 

(PanIN-1, PanIN-2 y PanIN-3), ya que presentan una progresiva alteración en la 

apariencia celular, así como un incremento en la cantidad de mutaciones genéticas 

(Figura 2.36). Con el tiempo, el cáncer de páncreas puede propagarse a órganos 

distantes, como el hígado, los pulmones y los ganglios linfáticos.  

 

Figura 2.36. Representación esquemática e histológica del desarrollo gradual del cáncer de páncreas. 

ADM: metaplasia acinar-ductal, KRAS: homólogo del oncogén viral del sarcoma de rata de Kirsten, PanIN: 

neoplasia intraepitelial pancreática, PDAC: adenocarcinoma pancreático ductal. Imagen traducida de Choi 

et al., 2020. 
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 Epidemiología 

El cáncer de páncreas es una de las formas más mortales de cáncer a nivel mundial 

(Figura 2.37A). Según los datos facilitados por GLOBOCAN, se estima que en 2040 

habrá alrededor de 300000 nuevos casos diagnosticados (Figura 2.37B) en todo el 

mundo, así como un número similar de fallecidos, con una tendencia muy parecida en 

ambos sexos (Figura 2.37C). 

 

 

Figura 2.37. Datos estimados de muertes por cáncer, de nuevos casos de cáncer de páncreas y de su 

incidencia/mortalidad, a nivel mundial. A) Número estimado de muertes por cáncer en 2020. B) Número 

estimado de nuevos casos de cáncer de páncreas desde 2020 hasta 2040. C) Incidencia y mortalidad para 

el cáncer de páncreas desde 2020 hasta 2040. Imagen obtenida y traducida de GLOBOCAN el 10 de agosto 

de 2023. 

 



Román Martí Díaz  Introducción 

95 
 

La incidencia de cáncer de páncreas, en función de la tasa estandarizada por edad 

(ASR, age-standardized rate), es más alta en Europa (7.9 por 100000 personas) y 

América del Norte (7.7 por 100000 personas), seguida de Oceanía (6.7 por 100000 

personas). La tasa más baja se observa en África con una incidencia estimada de 2.3 

por cada 100000 personas (Figura 2.38). Aunque no se conoce bien el motivo, es 

posible que el medio ambiente y/o la exposición a ciertos factores de riesgo sean 

responsables de la variación geográfica observada en la incidencia del cáncer de 

páncreas (Rawla et al., 2019).  

 

Figura 2.38. Datos estimados de las tasas de incidencia de cáncer de páncreas por cada 100000 habitantes 

en 2020, a nivel mundial. Imagen obtenida y traducida de GLOBOCAN el 10 de agosto de 2023. 

  

El cáncer de páncreas se caracteriza por ser altamente agresivo debido a su rápida 

propagación, la falta de síntomas específicos en sus etapas iniciales y el diagnóstico 

tardío. La tasa de supervivencia relativa a 5 años para todos los cánceres ha aumentado 

en los últimos años, siendo la supervivencia actual más alta para los cánceres de tiroides 

(98%), próstata (97%) y testículos (95%), y la más baja para cánceres de hígado y 

esófago (21%) y páncreas (12%) (Siegel et al., 2023). 

Según las últimas estimaciones de la base de datos GLOBOCAN, en 2020 se 

diagnosticaron 6.9 nuevos casos de cáncer de páncreas por cada 100000 habitantes. 

El último informe elaborado por la red española de registros de cáncer (REDECAN) 

calcula que solo en el año 2024 se diagnosticarán más de 9000 nuevos casos de cáncer 

de páncreas en España. 
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Es poco frecuente que el cáncer de páncreas sea detectado antes de los 55 años, y 

se puede caracterizar como una enfermedad que afecta principalmente a la población 

de edad avanzada, ya que la mayor incidencia se observa en individuos mayores de 70 

años (Rawla et al., 2019). 

 Factores de riesgo 

Los principales elementos que aumentan la probabilidad de desarrollar cáncer de 

páncreas pueden dividirse en dos categorías: no modificables (edad, género, ubicación 

geográfica, grupo sanguíneo, predisposición genética y presencia de diabetes) y 

modificables (tabaquismo, alcohol, pancreatitis crónica, obesidad y la exposición a 

infecciones) (McGuigan et al., 2018; Midha et al., 2016; Zhao & Liu, 2020). 

Factores de riesgo no modificables 

El cáncer de páncreas tiende a afectar principalmente a los ancianos. La mayoría de 

los pacientes recién diagnosticados, alrededor del 90%, tienen más de 55 años, con un 

pico en la séptima y octava década de vida. En cuanto al género y área geográfica, la 

incidencia del cáncer de páncreas es mayor en hombres que en mujeres, con una mayor 

diferencia en países más desarrollados. Se observa una mayor tasa en norteamericanos 

y europeos y una menor en asiáticos e isleños del Pacífico. No obstante, estas 

diferencias en la incidencia entre grupos étnicos o ambos sexos no se pueden explicar 

únicamente por interacciones genéticas o ambientales. Asimismo, otras investigaciones 

han demostrado que el riesgo de desarrollar cáncer de páncreas está relacionado con 

diferentes tipos de grupos sanguíneos. Por ejemplo, a diferencia de los que son tipo 0, 

aquellos con tipos A, AB o B tienen un mayor riesgo, posiblemente relacionado con 

procesos de inflamación y regulación inmunológica. Además, el componente genético 

es uno de los principales factores de riesgo. Se considera que el cáncer de páncreas es 

de origen familiar si dos o más familiares de primer grado han tenido la enfermedad, 

representando del 5% al 10% de los nuevos casos. Aquellos con antecedentes 

familiares tienen un riesgo significativamente mayor de desarrollar la enfermedad, y este 

riesgo se incrementa aún más si hay tres o más familiares con diagnóstico previo. Las 

personas con antecedentes familiares de cáncer de páncreas tienen un riesgo 80% 

mayor de desarrollar adenocarcinoma de páncreas en comparación con aquellos sin 

antecedentes familiares. Igualmente, se asocia un mayor riesgo de sufrir cáncer de 

páncreas en personas con diabetes, particularmente en casos de larga duración. 
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Factores de riesgo modificables 

El hábito de fumar es identificado como el factor modificable de mayor relevancia en 

el riesgo de cáncer de páncreas. Se ha demostrado que tanto fumadores como 

exfumadores presentan un mayor riesgo de sufrir cáncer de páncreas en comparación 

con quienes nunca han fumado. Aunque la influencia del consumo de alcohol no se 

considera como un factor de riesgo evidente, se ha visto que el consumo alto de alcohol 

se asocia con un incremento del riesgo de cáncer de páncreas. Asimismo, el consumo 

excesivo de alcohol es un factor determinante en la pancreatitis crónica, condición 

relacionada y también un riesgo para el desarrollo de cáncer de páncreas. La creciente 

evidencia sugiere que la pancreatitis crónica es un factor de riesgo independiente para 

el cáncer de páncreas. La pancreatitis crónica es un proceso inflamatorio progresivo en 

el páncreas que resulta en fibrosis pancreática y pérdida de tejido acinar e islotes. Los 

episodios recurrentes de pancreatitis crónica pueden acelerar la progresión de la 

enfermedad y llevar a insuficiencia endocrina, lo que, en última instancia, resulta en 

enzimas pancreáticas anormales. Por otro lado, la evidencia epidemiológica respalda la 

idea de que la obesidad representa un factor de riesgo de importancia en el desarrollo 

del cáncer de páncreas. Se ha demostrado que el proceso de oxidación de lípidos 

permite que las células cancerosas tengan la flexibilidad de utilizar fuentes de carbono 

alternativas y fácilmente disponibles para sus procesos de biosíntesis. Además, se ha 

explorado la relación entre diversas infecciones y la aparición del cáncer de páncreas, 

evidenciándose mayores niveles de riesgo en individuos con infecciones como la 

ocasionada por el Helicobacter pylori o la hepatitis C. 

 Bases moleculares del cáncer de páncreas 

Las alteraciones genéticas desempeñan un papel central en la etiología y progresión 

del cáncer de páncreas, una enfermedad altamente agresiva. A lo largo de las últimas 

décadas, se ha revelado un panorama genético complejo en el cáncer de páncreas, 

caracterizado por una serie de mutaciones y alteraciones en genes específicos que 

regulan funciones celulares cruciales, incluidas las rutas de señalización RAS, TGF-β, 

Wnt, Notch y de Hedgehog, así como de entrada en fase S, remodelación de cromatina, 

reparación de ADN y procesamiento de ARN (Bailey et al., 2016; Jones et al., 2008). 

Estas anormalidades genéticas no solo desencadenan la transformación de células 

normales en malignas, sino que también tienen un impacto profundo en la agresividad 

del tumor, su capacidad para evadir los mecanismos de control del cuerpo y su 

respuesta a las terapias convencionales. 
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La ruta de señalización RAS está implicada en la activación de tres rutas efectoras 

principales, la de RAL-A/B, RAF/MEK/ERK y PI3K (Wang et al., 2021). La activación 

oncogénica de RAS debida a mutaciones sin sentido se detecta con frecuencia en varios 

tipos de cáncer, incluido el cáncer de páncreas (Pylayeva-Gupta et al., 2011). Dado que 

las mutaciones en una isoforma de la proteína RAS, KRAS, se encuentran en casi el 

90% de los cánceres de páncreas, la ruta de señalización RAS parece desempeñar un 

papel crítico tanto en el inicio como en el mantenimiento del cáncer de páncreas. 

Además, los cánceres de páncreas sin mutaciones en KRAS muestran activación de 

RAS a través de la estimulación de los receptores tirosina quinasas (RTK, receptor 

tyrosine kinase) y la formación del complejo MRAS-SHOC2-PP1C (Figura 2.39). En 

este sentido, las proteínas RAF son posiblemente los efectores RAS más importantes 

que, una vez activados, inician la cascada de señalización MAPK para impulsar la 

proliferación y supervivencia celular (Lavoie & Therrien, 2015).  

 

Figura 2.39. Función del complejo MRAS-SHOC2-PP1 fosfatasa. ERK: quinasa regulada por señales 

extracelulares, GDP: difosfato de guanosina, GTP: trifosfato de guanosina, KRAS: homólogo del oncogén 

viral del sarcoma de rata de Kirsten, MEK: quinasa activada por mitógenos, MRAS: MRAS: homólogo del 

oncogén RAS muscular, RAF: quinasa responsable del “fibrosarcoma rápidamente acelerado”, RBD: 

dominio de unión a RAS, RTK: receptor de tirosina quinasa. Imagen traducida de Jones, 2018. 

 

En condiciones normales, la señalización de la ruta RAS-MAPK está estrechamente 

controlada en varios niveles para mantener las quinasas RAF en una conformación 
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autoinhibida mediante interacciones con el dímero 14-3-3 y distintos fosforresiduos 

reguladores de RAF. En cambio, la estimulación de RTK origina la desfosforilación de 

Ser259 de CRAF (Ser365 de BRAF y Ser214 de ARAF) mediante la acción de la 

holofosfatasa MRAS-SHOC2-PP1C (Figura 2.39). Este proceso provoca la disociación 

parcial de la proteína 14-3-3, lo que a su vez permite la unión de RAF a RAS, 

representando así un paso crucial en la iniciación de la señalización MAPK (Hauseman 

et al., 2022). 

No obstante, uno de los eventos genéticos más frecuente en el cáncer de páncreas 

es la activación mutacional del oncogén KRAS. Esta mutación desencadena una 

cascada de cambios celulares que promueven el crecimiento descontrolado y la 

supervivencia de las células cancerosas. Asimismo, la inactivación de determinados 

genes supresores de tumores desempeña un papel fundamental en el desarrollo del 

cáncer de páncreas, permitiendo que las células tumorales eviten los mecanismos de 

parada del ciclo celular, apoptosis y supervisión del ADN dañado (Grant et al., 2016). 

Oncogén KRAS 

Las mutaciones que activan KRAS son el rasgo genético distintivo en la evolución del 

cáncer de páncreas y se presentan en alrededor del 92% de los casos de 

adenocarcinoma pancreático (Bailey et al., 2016). KRAS, perteneciente a la superfamilia 

RAS, codifica una pequeña GTPasa que regula varios procesos celulares, incluyendo 

proliferación, diferenciación, supervivencia y migración celular (Downward, 2003). La 

familia de proteínas RAS humanas contienen cuatro residuos C-terminales al final del 

dominio anclado a la membrana que forman el motivo CAAX, donde C indica cisteína, 

A cualquier residuo alifático y X el aminoácido terminal. Un grupo farnesilo C15 (un 

isoprenoide llamado farnesol) se une covalentemente al residuo de cisteína del motivo 

CAAX mediante enzimas conocidas como farnesiltransferasas (Cox et al., 2015). Este 

grupo lipídico tiene un papel fundamental en el anclaje a la membrana y es esencial 

para la actividad biológica de la proteína KRAS. En condiciones normales, KRAS alterna 

entre estados activos unidos a GTP e inactivos unidos a GDP. Esta transición está 

controlada por factores de intercambio de nucleótidos de guanina (GEF, guanine 

nucleotide exchange factors), que catalizan el reemplazo de GDP por GTP, y proteínas 

activadoras de la GTPasa (GAP, GTPase-activating proteins), que mejoran la inherente 

debilidad de KRAS para la hidrólisis de GTP (Stephen et al., 2014). La activación de 

KRAS ocurre cuando está enlazada con GTP y su desactivación se produce cuando 

está unida a GDP. Una vez que la proteína KRAS se une a GTP, establece interacciones 

con más de 80 proteínas efectoras en cascadas descendentes y rutas de señalización, 
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tales como las rutas RALGEF, NF-κB, JNK, MAPK, PI3K/AKT/mTOR y RAF/MEK/ERK 

(Figura 2.40). Los factores de transcripción nucleares también se activan (como ELK, 

JUN y MYC), lo que resulta en la estimulación de funciones celulares como la 

diferenciación, proliferación, migración, transformación, adhesión y supervivencia 

(Buscail et al., 2020). 

 

Figura 2.40. Activación de la proteína KRAS y las vías intracelulares implicadas. AKT: proteína quinasa B, 

ERK: quinasa regulada por señales extracelulares, GAP: proteína activadora de GTPasa, GDP: difosfato 

de guanosina, GEF: factor de intercambio de nucleótidos de guanina, GRB2: proteína 2 unida al receptor 

del factor de crecimiento, GTP: trifosfato de guanosina, JNK: quinasa Jun N-terminal, KRAS: homólogo del 

oncogén viral del sarcoma de rata de Kirsten, MAPK: quinasa activada por mitógenos, MEKK: quinasa 

quinasa activada por mitógenos, mTOR: proteína diana de la rapamicina en mamíferos, NF-κβ: factor 

nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de células B activadas, PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa, 

PLC: fosfolipasa C, RAF:  quinasa responsable del “fibrosarcoma rápidamente acelerado”, RAL-A/B: 

proteína A/B similar a Ras, SOS: factor de intercambio de nucleótidos de guanina de especificidad dual. 

Imagen traducida de Buscail et al., 2020.  

 

En general, una mutación puntual activadora del oncogén KRAS en el codón 12 (exón 

2) es el evento iniciador en la mayoría de los casos de cáncer de páncreas. Esta 

mutación de un solo nucleótido desencadena el reemplazo de la secuencia GGT (que 

codifica la glicina) por la secuencia GAT (ácido aspártico; G12D), GTT (valina; G12V), 

CGT (arginina; G12R) o GCT (alanina; G12A). También pueden ocurrir otras mutaciones 

puntuales, aunque con menos frecuencia, en los codones 11, 13, 61 o 146 (Buscail 

et al., 2020). La mutación puntual de KRAS altera la actividad GTPasa intrínseca de 
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RAS y evita que las GAP promuevan la conversión de GTP (activo) a GDP (inactivo). 

Por tanto, la proteína KRAS se une permanentemente a GTP y desencadena una 

estimulación constante de las rutas efectoras capaces de impulsar el desarrollo tumoral. 

Sin embargo, se ha visto que las mutaciones de KRAS por sí solas no son suficientes 

para promover la progresión del cáncer de páncreas, sino que aparecen combinadas 

con la inactivación de genes supresores de tumores, tales como CDKN2A, TP53, LKB1 

y SMAD4 (Schneider & Schmid, 2003). 

Genes supresores de tumores 

Los genes supresores de tumores limitan la proliferación celular en presencia de 

mutaciones oncogénicas al inducir la parada del ciclo celular, la apoptosis o la 

senescencia. Por tanto, la inactivación funcional de estos genes resulta esencial para la 

tumorogénesis en el contexto del cáncer de páncreas, siendo los más frecuentes 

CDKN2A, TP53, LKB1 y SMAD4. Además, la inactivación de estos genes ocurre de 

manera progresiva después de que surja la mutación oncogénica KRAS (Grant et al., 

2016). 

CDKN2A codifica la proteína p16INK4A, un inhibidor de la quinasa dependiente de 

ciclina que bloquea la entrada en la fase S del ciclo celular (Sherr, 2001). Es el gen 

supresor de tumores más temprano y comúnmente alterado en el cáncer de páncreas. 

La pérdida de CDKN2A es crucial en la patogénesis de la enfermedad, ya que p16INK4A 

induce la senescencia después de la introducción del oncogén KRAS (Zhang et al., 

2007). Por lo tanto, la inactivación de CDKN2A ocurre inmediatamente después de la 

aparición de las mutaciones activadoras de KRAS, con una frecuencia similar, para 

evitar la respuesta de senescencia. El gen supresor de tumores CDKN2A también 

codifica la proteína p14ARF, que provoca la parada del crecimiento o la apoptosis al inhibir 

la proteólisis de p53 dependiente de MDM2. Sin embargo, se ha visto que la pérdida de 

la proteína p16INK4A es más crítica en la patogénesis de la enfermedad (Sherr, 2001). 

Otro gen supresor de tumores relevante en el cáncer de páncreas es TP53, que 

codifica el factor de transcripción p53. Las mutaciones que impiden la unión de p53 al 

ADN bloquean la expresión de genes que promueven la parada del ciclo celular o la 

apoptosis (por ejemplo, CDKN1A, BAX, NOXA y PUMA) en respuesta al estrés celular 

o daño en el ADN (Khoo et al., 2014). La inactivación de p53 normalmente se observa 

en lesiones intraepiteliales pancreáticas (PanIN) avanzadas después de la pérdida de 

CDKN2A (Maitra et al., 2003). En esta etapa de la progresión de la enfermedad, se cree 

que la acumulación de daño en el ADN induce una presión selectiva que requiere la 

inactivación de p53 para favorecer la supervivencia y el crecimiento sin control de las 
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células tumorales. Sin embargo, se ha demostrado que la mayoría de las alteraciones 

de TP53 son mutaciones sin sentido que muestran fenotipos de ganancia de función 

que incluyen aumento de la invasividad y metástasis (Kim et al., 2021). 

Aunque CDKN2A y TP53 se consideran los genes supresores de tumores clásicos, 

ya que desempeñan un papel crucial en la inhibición del crecimiento tumoral, se ha 

observado en el cáncer de páncreas la inactivación de otros genes como LKB1 y SMAD4 

(Maitra & Hruban, 2008).  

El gen LKB1 (también conocido como STK11) codifica una serina/treonina quinasa 

que juega un papel crucial en la regulación del crecimiento celular, el metabolismo y la 

polaridad celular. Se ha encontrado que las mutaciones en el gen LKB1 están asociadas 

con varios tipos de cáncer, incluido el cáncer de páncreas (Hezel & Bardeesy, 2008). 

Las mutaciones en LKB1 a menudo se asocian con un perfil más agresivo y resistente 

al tratamiento en el cáncer de páncreas. Los tumores que presentan mutaciones en 

LKB1 pueden tener una mayor invasión local, metástasis temprana y una respuesta 

limitada a ciertas terapias. 

El gen SMAD4, también conocido como DPC4, participa en la regulación de la 

señalización de la ruta de TGF-β y la ruta de señalización de la familia de proteínas 

SMAD. Este gen codifica una proteína involucrada en la transducción de señales del 

factor de crecimiento TGF-β, una ruta importante en la regulación del crecimiento y la 

diferenciación celular, así como en la inhibición de la proliferación celular. Cuando 

SMAD4 está mutado o su función está alterada, se puede desregular la ruta de 

señalización del TGF-β, lo que contribuye a la proliferación celular descontrolada y la 

pérdida de la capacidad de frenar el crecimiento celular, lo que provoca un avance 

tumoral acelerado. La mayoría de los casos de cáncer de páncreas presentan 

mutaciones con pérdida de función de SMAD4 debido a la mutación simultánea en el 

gen supresor de tumores CDKN2A y la activación del oncogén KRAS (Bardeesy et al., 

2006). 

Además, el acortamiento de los telómeros se ha identificado en más del 90% de las 

lesiones intraepiteliales pancreáticas de bajo grado, lo que sugiere que constituye un 

evento temprano en la tumorogénesis del cáncer de páncreas (van Heek et al., 2002). 

Cuando los telómeros se vuelven excesivamente cortos, se fomenta una inestabilidad 

genómica que puede ejercer una presión selectiva para eliminar las rutas 

antiapoptóticas y favorecer la formación de tumores. Esto normalmente debería resultar 

en la senescencia inducida por p53 (Chin et al., 1999). Sin embargo, la frecuente 

inactivación de p53 mantiene la proliferación ininterrumpida de las células tumorales. En 
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este sentido, la reactivación de la telomerasa puede impulsar la progresión del tumor al 

posibilitar la inmortalización celular, permitiendo así la extensión sostenida de los 

telómeros a lo largo de múltiples rondas de replicación del ADN. 

 Diagnóstico 

A pesar de los avances en el diagnóstico y tratamiento en la última década, la tasa 

de supervivencia a 5 años para el cáncer de páncreas es aproximadamente del 12% 

(Siegel et al., 2023). 

El diagnóstico del cáncer de páncreas involucra un conjunto de pruebas médicas y 

exámenes de imágenes para confirmar la presencia de la enfermedad. Estas pruebas 

incluyen un examen físico que busca signos de ictericia y cambios en el abdomen, 

análisis de sangre para controlar los niveles de bilirrubina, el antígeno 

carcinoembrionario (CEA) y el marcador tumoral CA19-9, y pruebas por imágenes como 

la tomografía computarizada, la tomografía por emisión de positrones y la ecografía, las 

cuales pueden mostrar el páncreas y detectar propagación a órganos adyacentes o 

distantes. Además, la resonancia magnética y la colangiopancreatografía por 

resonancia magnética proporcionan imágenes detalladas del páncreas y sus conductos. 

Sin embargo, para un diagnóstico definitivo, es esencial realizar una biopsia, como la 

biopsia por aspiración con aguja fina o la biopsia con aguja gruesa (conocida como 

core), ya que permite obtener y analizar pequeñas muestras del tejido del tumor. Estas 

pruebas en conjunto proporcionan una visión completa y precisa del cáncer de 

páncreas, permitiendo un tratamiento adecuado y oportuno. 

 Clasificación de los estadios del cáncer de páncreas 

El sistema de clasificación según el tamaño, la afectación ganglionar y la presencia 

de metástasis establecido por la AJCC permite describir la extensión y el estadio de 

diversos tipos de cáncer. De esta forma, el cáncer de páncreas se puede clasificar en 

cuatro estadios (Tabla 2.2): 
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Estadio 0 

(carcinoma in situ) 
 

 

El cáncer se localiza en las capas superiores de las células 

pancreáticas y no ha invadido los tejidos más profundos.  

Estadio I 

(tumor localizado) 

IA 

 

El cáncer está confinado en el páncreas y no mide más de 2 cm 

de ancho. 
 

IB 

 

El cáncer está confinado en el páncreas y mide entre 2 y 4 cm 

de ancho. 
 

Estadio II  

(propagación 

regional) 

IIA 

 

El cáncer está confinado en el páncreas y mide más de 4 cm de 

ancho. 
 

IIB 

 

El cáncer está confinado en el páncreas, no mide más de 2 cm 

de ancho y se ha extendido hasta 3 ganglios linfáticos 

adyacentes. 
 

Estadio III  

(propagación 

regional) 

IIIA 

 

El cáncer está confinado en el páncreas, no mide más de 2 cm 

de ancho y se ha extendido a más de 4 ganglios linfáticos 

adyacentes. 
 

IIIB 

 

El cáncer está confinado en el páncreas, mide entre 2 y 4 cm 

de ancho y se ha extendido a más de 4 ganglios linfáticos 

adyacentes. 
 

IIIC 

 

El cáncer está confinado en el páncreas, mide más de 4 cm de 

ancho y se ha extendido a más de 4 ganglios linfáticos 

adyacentes. 
 

IIID 

 

El cáncer está creciendo fuera del páncreas y en los vasos 

sanguíneos principales adyacentes, pero no se ha extendido a 

sitios distantes.  

 

Estadio IV 

(metástasis) 

 

El cáncer se ha extendido a sitios distantes tales como el hígado, el 

peritoneo (la membrana que recubre la cavidad abdominal), los 

pulmones o los huesos. El tumor puede ser de cualquier tamaño y 

puede o no haberse diseminado a los ganglios linfáticos cercanos.  
 

 

Tabla 2.2. Diferentes estadios del cáncer de páncreas. 
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 Tratamiento 

La tasa de supervivencia general a 5 años para el cáncer de páncreas ha 

experimentado cambios mínimos en las últimas décadas, y se proyecta que este tipo de 

cáncer será la segunda causa principal de mortalidad relacionada con el cáncer en los 

países occidentales en la próxima década. Aunque ha habido avances en la 

comprensión de la enfermedad y en el desarrollo de nuevas terapias, el pronóstico 

general para los pacientes con cáncer de páncreas sigue siendo desalentador debido a 

su diagnóstico en etapas avanzadas y a su resistencia a muchos tratamientos 

convencionales. 

El tratamiento del cáncer de páncreas se basa principalmente en quimioterapia y 

cirugía. Sin embargo, solo un 15-20% de los pacientes son candidatos para cirugía en 

el momento del diagnóstico (Kleeff et al., 2016). La mayoría de los pacientes tienen 

metástasis en ese momento, lo que hace que la extirpación de la lesión primaria 

mediante cirugía sea poco probable que tenga un impacto positivo. Además, la cirugía 

para extirpar parte del páncreas, a menudo junto con una porción del duodeno y la 

creación de nuevas conexiones, es una intervención importante que puede tener efectos 

duraderos en la digestión y el metabolismo del paciente (Halbrook et al., 2023).  

En términos de atención clínica, la mayoría de los pacientes, independientemente de 

la elegibilidad quirúrgica, reciben quimioterapia sistémica. En la última década, han 

surgido dos sistemas combinados como terapia de primera línea para el cáncer de 

páncreas avanzado. El primero es una combinación de 5-fluorouracilo (5-FU), 

leucovorina, irinotecán y oxaliplatino, conocida como FOLFIRINOX. El segundo es una 

combinación de gemcitabina y una formulación de albúmina de paclitaxel en 

nanopartículas, conocida como Nab-paclitaxel (Conroy et al., 2011; Von Hoff et al., 

2013). Los pacientes que no responden a estos tratamientos de primera línea pueden 

cambiar a un sistema de segunda línea que involucra una formulación liposomal de 

irinotecan en combinación con 5-FU, siempre que no hayan sido tratados previamente 

con estos agentes (Wang-Gillam et al., 2016).  

Desafortunadamente, incluso en los casos donde se puede realizar una extirpación 

quirúrgica, casi 3 de cada 4 pacientes experimentarán una recurrencia dentro de los 2 

años siguientes, lo que sugiere que la enfermedad micrometastásica persiste en 

pacientes sometidos a extirpación (Groot et al., 2018). Por tanto, con el fin de aumentar 

la posibilidad de erradicar las células tumorales de páncreas que han escapado del 

tumor primario antes o durante la cirugía, a menudo se administra quimioterapia 
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adyuvante a los pacientes que se someten a cirugía. Dependiendo del estado funcional 

del paciente, esta quimioterapia puede ser una modificación del sistema original de 

FOLFIRINOX o una combinación de compuestos, como gemcitabina y cisplatino o 

gemcitabina y nab-paclitaxel (Conroy et al., 2018; Neoptolemos et al., 2017; Tempero 

et al., 2023).  

A pesar de que la cirugía y la quimioterapia continúan siendo las primeras opciones 

del abordaje clínico del cáncer pancreático, en los últimos años ha habido avances 

significativos en la implementación de terapias específicas para esta enfermedad, 

destacando las terapias dirigidas y la inmunoterapia. 

Los esfuerzos para desarrollar estrategias terapéuticas contra los impulsores 

oncogénicos del cáncer de páncreas, en particular KRAS, se han enfrentado a 

numerosos desafíos debido a la consideración de las oncoproteínas KRAS como 

moléculas no susceptibles de tratamiento. Dado que la mayoría de las oncoproteínas 

KRAS siguen sin poder ser tratadas con fármacos, el enfoque se ha desplazado hacia 

la inhibición de la señalización de MAPK aguas abajo (Drosten & Barbacid, 2020). 

Uno de los primeros fármacos destinados a bloquear la señalización de KRAS/MAPK 

en tumores con mutaciones KRAS fue el sorafenib, el cual mostró inicialmente unos 

resultados prometedores, pero no llegaron a ser concluyentes (Kindler et al., 2012). Los 

inhibidores selectivos para el melanoma impulsado por la mutación BRAFV600E, como el 

vemurafenib, no mostraron beneficios para los cánceres impulsados por KRAS mutante 

(Durrant & Morrison, 2018). Los inhibidores de MEK, como el trametinib, se aprobaron 

para algunos melanomas, pero no lograron mostrar beneficios de supervivencia 

significativos para los cánceres provocados por KRAS mutante (Drosten & Barbacid, 

2020). Además, se están explorando varios inhibidores de la quinasa ERK, ya que 

pueden ser clave para aquellos pacientes que desarrollan resistencia a los inhibidores 

de RAF o MEK (Ryan et al., 2015).  

Por último, aunque la inmunoterapia ha tenido un gran éxito en el tratamiento de 

varios tipos de cáncer, como el melanoma, no se ha conseguido todavía que sea una 

estrategia efectiva para el tratamiento del cáncer de páncreas. Esto puede ser debido a 

la naturaleza inmunosupresora del microambiente en el cáncer de páncreas 

(Neoptolemos et al., 2018). Además, se ha demostrado que el cáncer de páncreas es 

prácticamente insensible a los inhibidores de puntos de control inmunitario, 

probablemente debido al hecho de que este tipo de tumores generan pocos 

neoantígenos que induzcan la acción de las células T. Sin embargo, recientemente, se 

ha diseñado una vacuna de neoantígeno individualizada basada en nanopartículas de 
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ARNm de uridina-lipoplex que, en combinación con atezolizumab y FOLFIRINOX, 

induce una actividad sustancial de células T en pacientes con cáncer de páncreas 

(Rojas et al., 2023). 

 Autofagia como mecanismo protector 

La activación por mutación de KRAS es el principal impulsor genético que inicia y 

promueve el adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC), y resulta esencial para 

mantener el crecimiento cancerígeno de esta enfermedad (Ying et al., 2012). Dado que 

aproximadamente el PDAC representa el 90% de todos los cánceres de páncreas y que 

el 95% de los casos de PDAC presentan mutaciones activadoras en KRAS, el Instituto 

Nacional del Cáncer (NCI) de los Estados Unidos ha destacado el desarrollo de terapias 

dirigidas a KRAS como una de las cuatro principales prioridades en la investigación 

sobre el cáncer de páncreas (Waters & Der, 2018). Una estrategia particularmente 

prometedora se centra en abordar los mecanismos responsables de las funciones 

metabólicas que dependen de KRAS y que respaldan las altas demandas de energía 

del PDAC (Kimmelman, 2015). Una de estas funciones es la autofagia, un proceso que 

implica la degradación de orgánulos y macromoléculas con el fin de reciclar los residuos 

celulares (Guo & White, 2016).  

Durante el proceso de autofagia, se forma una estructura en expansión conocida 

como fagóforo, que rodea componentes del citoplasma (Figura 2.41). Esto conduce a 

la formación de vesículas de doble membrana, conocidas como autofagosomas. Estos 

autofagosomas se fusionan con los lisosomas, exponiendo el contenido interno a las 

enzimas hidrolíticas presentes en los lisosomas. Finalmente, la membrana interna del 

autofagosoma, junto con la carga contenida, se degrada, y las macromoléculas 

resultantes se liberan en el citosol a través de permeasas en la membrana lisosomal 

para su reciclaje.  
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Figura 2.41. Representación esquemática del proceso de autofagia. Imagen traducida de Xie & Klionsky, 

2007. 

 

En condiciones normales, los niveles de autofagia en las células son bajos, pero 

pueden aumentar significativamente en respuesta al estrés y la escasez de nutrientes, 

lo que sugiere que la activación rápida de la autofagia es parte de la respuesta celular 

al estrés (Mizushima et al., 2004). La degradación de determinados componentes 

celulares mediante la autofagia, como proteínas dañadas y orgánulos anormales, 

proporciona aminoácidos libres para respaldar el metabolismo y la síntesis 

macromolecular, lo que confiere una ventaja de supervivencia en caso de inanición y 

promueve la tumorogénesis (Mathew et al., 2014). 

A diferencia de las células normales, las células tumorales pueden presentar niveles 

elevados de autofagia basal y a menudo dependen de manera constante de este 

proceso para su supervivencia (Yang et al., 2011). Además, se ha observado que la 

autofagia se activa en áreas hipóxicas de los tumores, lo que proporciona una ventaja 

de supervivencia a las células cancerosas (Degenhardt et al., 2002). Estos 

descubrimientos plantean la posibilidad de que el bloqueo de la autofagia podría 

comprometer la supervivencia del tumor y representar una estrategia prometedora para 

el tratamiento del cáncer (Amaravadi et al., 2011). 

Dos recientes estudios indican que cuando se bloquea la vía KRAS en cánceres con 

mutaciones en el gen KRAS, se vuelven dependientes de la autofagia para su 

supervivencia (Bryant et al., 2019; Kinsey et al., 2019). En ambos estudios, se demostró 
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que el uso de inhibidores de las quinasas MEK (MEKi) o ERK (ERKi) provocaban una 

mayor activación de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK, AMP-activated 

protein kinase) y, posteriormente, la autofagia a través de la fosforilación de la quinasa 

ULK1 (Figura 2.42). Asimismo, la combinación de la inhibición de MEK o ERK y el 

bloqueo de la autofagia mediante cloroquina (CQ) o hidroxicloroquina (HCQ) mostró un 

efecto sinérgico en diversos modelos preclínicos de cáncer con mutaciones en KRAS. 

En definitiva, estos hallazgos indican que la autofagia puede actuar como un 

mecanismo protector para satisfacer las necesidades metabólicas en los cánceres con 

mutaciones en KRAS, convirtiéndose en un mecanismo esencial para la supervivencia 

de las células tumorales. Además, sugieren que la combinación de inhibidores de las 

quinasas MEK o ERK con inhibidores de la autofagia podría tener beneficios 

terapéuticos en pacientes con cáncer de páncreas. 

 

Figura 2.42. Inhibición de KRAS, MEK o ERK induce el flujo autofágico en células cancerosas a través de 

ULK1. AMPK: proteína quinasa activada por AMP, ERK: quinasa regulada por señales extracelulares, ERKi: 

inhibidor de ERK, CQ: cloroquina, HCQ: hidroxicloroquina, KRAS: homólogo del oncogén viral del sarcoma 

de rata de Kirsten, KRASi: inhibidor de KRAS, MEK: quinasa activada por mitógenos, MEKi: inhibidor de 

MEK, RAF: quinasa responsable del “fibrosarcoma rápidamente acelerado”, ULK1: quinasa específica de 

serina/treonina. Imagen traducida de Zhao & Zheng, 2019. 
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 Bloqueo de los ciclos del ácido fólico y de la metionina como terapia 

hipometilante 

Los tratamientos convencionales de extirpación quirúrgica, quimioterapia, 

radioterapia o terapias dirigidas presentan limitaciones, especialmente en pacientes con 

cáncer avanzado, lo que lleva a que aproximadamente la mitad de los pacientes 

diagnosticados de cáncer mueran debido a la enfermedad, principalmente por 

metástasis. Por tanto, es necesario la identificación y el diseño nuevas opciones 

terapéuticas.  

A pesar de que los mecanismos responsables de la carcinogénesis permanecen 

desconocidos en su mayoría, existen cada vez más evidencias que asocian la 

regulación aberrante de la metilación con el cáncer. Las enzimas que regulan el estado 

epigenético de las células desempeñan un papel importante en las modificaciones 

postraduccionales de ADN, histonas y factores de transcripción, lo que afecta a la 

expresión de genes y rutas metabólicas implicadas. Estas enzimas necesitan 

metabolitos como cofactores y sustratos para llevar a cabo sus funciones, lo que destaca 

la interacción entre la epigenética y el metabolismo como una nueva vía en la biología 

del cáncer y una posible fuente de nuevos tratamientos contra esta enfermedad. 

Ciclo del ácido fólico 

El ácido fólico (folato, en su forma aniónica), también conocido como vitamina B9, es 

una vitamina soluble en agua que se encuentra principalmente en vegetales de hoja 

verde y que resulta esencial para el desarrollo normal de los organismos. El ácido fólico 

en sí no tiene actividad como coenzima, pero su forma reducida, el ácido tetrahidrofólico 

(THF), actúa como una verdadera coenzima facilitando la transferencia y el uso de 

grupos funcionales de carbono, como metilo, metileno y formilo. Estas reacciones 

citosólicas son cruciales en la síntesis de componentes como timidilato (que involucra 

la enzima timidilato sintasa), purinas y varios aminoácidos importantes, incluyendo 

serina, glicina, metionina e histidina. En consecuencia, el THF desempeña un papel 

fundamental en la síntesis de moléculas vitales como el ADN, ARN y proteínas 

(Shulpekova et al., 2021). 

El ciclo del ácido fólico (Figura 2.43) comienza con la conversión del folato de la dieta 

(o vitamina B9) en 7,8-dihidrofolato (DHF), que luego se reduce a 5,6,7,8-tetrahidrofolato 

(THF) mediante la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR, dihydrofolate reductase). A 

continuación, el THF se convierte en 5,10-metilenTHF mediante la serina 

hidroximetiltransferasa (SHMT, serine hydroxymethyltransferase), una reacción que se 
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acopla con la hidroxilación de la serina (Ser) a glicina (Gly) y requiere B6 como cofactor. 

La timidilato sintasa (TS, thymidylate synthase) utiliza 5,10-metilenTHF como donante 

de grupo metilo para metilar el monofosfato de desoxiuridina (dUMP, deoxyuridine 

monophosphate), creando monofosfato de desoxitimidina (dTMP, deoxythymidine 

monophosphate). Este paso regenera DHF para un ciclo continuo. Alternativamente, el 

5,10-metilenTHF se puede reducir mediante la metilentetrahidrofolato reductasa 

(MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase) a 5-metilenTHF (5-mTHF) utilizando B2 

como cofactor.  

Ciclo de la metionina 

El ciclo de la metionina es un componente central del metabolismo. La metionina, un 

aminoácido esencial, desempeña funciones celulares críticas, como su participación en 

la síntesis de proteínas, en la formación de glutatión, que protege a las células contra el 

estrés oxidativo (Anderson, 1998), y en la producción de poliaminas, que regulan la 

división nuclear y celular (Cavuoto & Fenech, 2012). Además, el ciclo de la metionina 

es responsable de proporcionar los grupos metilo necesarios para diversas reacciones 

de metilación en las células, incluyendo aquellas que tienen un papel esencial en la 

regulación epigenética. 

En el ciclo de la metionina (Figura 2.43), el 5-mTHF, obtenido en el ciclo del folato, 

actúa como donador de un grupo metilo para regenerar la metionina a partir de 

homocisteína (Hcy, homocysteine), que es catalizada por la metionina sintasa (MS, 

methionine synthase) y requiere B12 como cofactor. Posteriormente, la metionina 

adenosiltransferasa 2A (MAT2A, methionine adenosyltransferase 2A) transfiere una 

adenosina a la metionina para generar S-adenosilmetionina (SAM, S-

adenosylmethionine), un donante de grupos metilo necesario para múltiples 

metiltransferasas (MT) específicas en reacciones de metilación de ARN (RMTs), ADN 

(DNMTs), histonas (HMTs) y proteínas (PRMTs). El cofactor SAM se desmetila durante 

las reacciones llevadas a cabo por las metiltransferasas para formar S-

adenosilhomocisteína (SAH, S-adenosylhomocysteinase) que luego es hidrolizada por 

la S-adenosilhomocisteína hidrolasa (AHCY, S-adenosylhomocysteine hydrolase) para 

formar Hcy.  
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Figura 2.43. Representación esquemática de los ciclos del ácido fólico y de la metionina. AHCY: S-

adenosilhomocisteína hidrolasa, B-(2, 6, 9, 12): vitamina tipo B-(2, 6, 9, 12), DHF: 7,8-dihidrofolato, DHFR: 

enzima dihidrofolato reductasa, DNMTs: metiltransferasas de ADN, dTMP: monofosfato de desoxitimidina, 

dUMP: monofosfato de desoxiuridina, Hcy: homocisteína, HMTs: metiltransferasas de histonas, MAT2A: 

metionina adenosiltransferasa 2A, Me: metilo, MS: metionina sintasa, MTHFR: metilentetrahidrofolato 

reductasa, PRMTs: metiltransferasas de proteínas, RMTs: metiltransferasas de ARN, SAH: S-

adenosilhomocisteína, SAM: S-adenosilmetionina, Ser: serina, SHMT: serina hidroximetiltransferasa, THF: 

5,6,7,8-tetrahidrofolato, TS: timidilato sintasa. Imagen adaptada de Lyon et al., 2020. 

 

Muchas células cancerosas y tumores primarios dependen en gran medida de la 

metionina para su crecimiento, mientras que las células normales son relativamente 

resistentes a la restricción de metionina desde fuentes externas (Cellarier et al., 2003). 

Esta diferencia de sensibilidad entre las células normales y cancerosas sugiere la 

posibilidad de que el bloqueo del ciclo de la metionina pueda ser una estrategia 

terapéutica efectiva y segura. Dado que este ciclo es responsable de proporcionar SAM, 

necesaria para procesos de metilación en la regulación epigenética y modificaciones 

postraduccionales de proteínas, el uso de fármacos que regulen directa o indirectamente 

este ciclo podría influir en el epigenoma celular y la función de diversas proteínas 

(Sánchez-del-Campo & Rodríguez-López, 2008). 

Antifolatos derivados de las catequinas del té 

La planta del té (Camellia sinesis) es ampliamente conocida por sus propiedades 

antitumorales y antiinflamatorias (Musial et al., 2020). La mayoría de los efectos 

fisiológicos descritos han sido, principalmente, asociados a sus catequinas, y en 

especial aquellas esterificadas con ácido gálico, como la epicatequina galato (ECG, 

epicatechin gallate) y la epigalocatequina galato (EGCG, epigallocatechin gallate). 

Trabajos realizados en nuestro laboratorio demostraron que los ésteres galato de las 
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catequinas aisladas del té verde, como EGCG y el ECG, poseen actividad antifolato, ya 

que actúan como potentes inhibidores de la enzima DHFR (Navarro-Perán, 2005a; 

Navarro-Perán, et al., 2005b; Navarro-Perán et al., 2007). Debido a la gran similitud 

estructural que comparten estas catequinas del té con varios inhibidores de la enzima 

DHFR, como el metotrexato (MTX, methotrexate) y la tetrahidroquinazolina, se evaluó 

el efecto antiproliferativo de las catequinas en diversas líneas celulares tumorales. Los 

resultados demostraron que dicho efecto está basado en su actividad antifolato, lo que 

conlleva la inhibición de la síntesis de ADN, la hipometilación de promotores genéticos 

(como el p16), y un aumento en los niveles de adenosina, junto con la inhibición de NF-

κβ. En conjunto, estos efectos resultan en la parada del ciclo celular y la inducción de la 

apoptosis (Navarro-Perán et al., 2008). 

A pesar de que las catequinas del té muestran una notable actividad contra el 

crecimiento de tumores, su utilidad en tratamientos terapéuticos se ve restringida por su 

limitada biodisponibilidad. Las catequinas poseen una estabilidad reducida en entornos 

con pH neutro o ligeramente alcalino, y, además, no pueden atravesar la membrana 

plasmática con facilidad. Sin embargo nuestro grupo ha sintetizado moléculas derivadas 

de estas catequinas con una mejor capacidad de absorción en el organismo y una mayor 

capacidad para regular la expresión de genes relacionados con el metabolismo de la 

metionina y la metilación celular (Sánchez-del-Campo et al., 2008; Sánchez-Del-Campo 

et al., 2009a). Entre estas nuevas moléculas, destacan los epímeros 3-O-(3,4,5-

trimetoxibenzoil)-(–)-catequina (TMCG) y 3-O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-(–)-epicatequina 

(TMECG) (Figura 2.44). El tratamiento de diferentes líneas tumorales de mama, 

pulmón, colon y melanoma con estos compuestos demostró una elevada actividad 

antifolato y antiproliferativa (Sáez-Ayala et al., 2011; Sánchez-del-Campo et al., 2009b). 

 

Figura 2.44. Estructura molecular del TMCG y TMECG. TMCG: 3-O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-(–)-catequina, 

TMECG: 3-O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-(–)-epicatequina. Imagen adaptada de Sánchez-del-Campo et al., 

2008. 



Introducción  Román Martí Díaz 

114 
 

 

La combinación de estos compuestos con otros inhibidores puede generar una 

estrategia efectiva frente al tratamiento de las células tumorales. Estudios previos en 

nuestro laboratorio demostraron que el uso de TMECG junto con MTX favorece la 

diferenciación celular en las células de melanoma. Esto resulta en una mayor expresión 

de la enzima tirosinasa, que activa de manera eficiente el TMECG, convirtiéndolo en 

una quinona altamente activa con una capacidad significativa para inducir la apoptosis 

en las células de melanoma (Sáez-Ayala et al., 2013). Asimismo, se demostró que la 

combinación de dipiridamol (DIPY) con TMECG o TMCG provoca un efecto sinérgico en 

la acción antiproliferativa y en la inducción de apoptosis en las células tumorales de 

mama y melanoma mediante el bloqueo de los ciclos de la metionina y del ácido fólico 

(Montenegro et al., 2012, 2014, 2015, 2016a; Sánchez-del-Campo & Rodríguez-López, 

2008).  

El dipiridamol es un fármaco que bloquea la acción de la adenosina desaminasa 

(ADA, adenosine deaminase) y los transportadores de nucleósidos (ENTs, equilibrative 

nucleoside transporters), lo que resulta en un aumento de los niveles de adenosina 

dentro de las células. Cuando se combina una alta concentración de adenosina 

intracelular con niveles elevados de homocisteína, debido a la acción del TMCG sobre 

la DHFR, se produce una acumulación de SAH y la consecuente inhibición efectiva de 

todas las metiltransferasas dependientes de SAM (Figura 2.45).  

Así pues, la combinación de TMCG/DIPY, denominada terapia hipometilante o 

tratamiento HMT, se ha utilizado como una estrategia antitumoral frente a las células de 

cáncer de páncreas, tal y como se recoge en los resultados de esta Tesis Doctoral. 
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Figura 2.45. El ciclo de la metionina y sus conexiones con diversas rutas metabólicas y de supervivencia 

celular. ADA: adenosina desaminasa, AHCY: S-adenosilhomocisteína hidrolasa, COMTs: catecol-O-

metiltransferasas, DHF: 7,8-dihidrofolato, DHFR: enzima dihidrofolato reductasa, DNMTs: metiltransferasas 

de ADN, dTMP: monofosfato de desoxitimidina, dUMP: monofosfato de desoxiuridina, ENTs: 

transportadores de nucleósidos, GCS: gamma-glutamilcisteína sintetasa, DIPY: dipiridamol, MATs: 

metionina adenosiltransferasas, MS: metionina sintasa, MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa, SAH: S-

adenosilhomocisteína, SAM: S-adenosilmetionina, THF: 5,6,7,8-tetrahidrofolato, TMCG: 3-O-(3,4,5-

trimetoxibenzoil)-(–)-catequina, TS: timidilato sintasa. Imagen adaptada de Sánchez-del-Campo & 

Rodríguez-López, 2008. 
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«No te puedes poner ningún límite, no hay 

nada imposible» 

Usain Bolt 
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CAPÍTULO 3. OBJETIVOS 

El tratamiento del cáncer representa uno de los desafíos más importantes en el 

ámbito de la salud pública a nivel mundial, y así lo indican sus elevadas tasas de 

incidencia y mortalidad. Por esta razón, uno de los principales objetivos en el campo de 

la oncología es diseñar nuevas estrategias terapéuticas que puedan frenar su avance y 

mejorar tanto la calidad como la esperanza de vida de los pacientes con cáncer. En este 

sentido, el melanoma y el cáncer de páncreas destacan por su capacidad de metástasis 

tan agresiva y su resistencia a los tratamientos actuales. 

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es conocer los mecanismos moleculares 

implicados en el metabolismo, control de la metilación de proteínas y respuesta inmune 

antitumoral para diseñar nuevas estrategias terapéuticas efectivas frente a melanoma y 

cáncer de páncreas. Para ello, se han establecido una serie de objetivos específicos: 

1. Comprender la relevancia de la respuesta frente al estrés metabólico oxidativo 

en células de melanoma en condiciones de normoxia. 

2. Evaluar los efectos del fármaco acriflavina (inhibidor de HIF-1α) sobre el 

metabolismo y progresión del melanoma en condiciones de normoxia. 

3. Estudiar el impacto de la modulación de los niveles del factor de transcripción 

MITF sobre la respuesta inmune antitumoral. 

4. Conocer el papel de MITF en el reconocimiento de las células de melanoma 

por parte del sistema inmunitario.  

5. Estudiar la función de la metilación de proteínas en el control del proceso de 

autofagia en cáncer de páncreas. 

6. Evaluar los efectos de una terapia hipometilante como nueva estrategia para el 

tratamiento del cáncer de páncreas. 
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«Siempre he creído que si uno se pone a 

trabajar, los resultados llegarán tarde o 

temprano» 

Michael Jordan 
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CAPÍTULO 4. TÉCNICAS E INSTUMENTACIÓN 

4.1. MODELOS EXPERIMENTALES 

 CULTIVOS CELULARES 

Durante la realización de esta Tesis Doctoral se utilizaron varias líneas celulares 

continuas de melanoma humano (501-mel, 501-mel inducible con doxiciclina para MITF, 

G-361, IGR-37, IGR-37 KO-MITF, SK-MEL-28, SK-MEL-2, A-375 e IGR-39) y de ratón 

(B16-F10, B16-F10-Luc2, B16-F10-Luc2 KO-MITF y B16-F10-Luc2 KO-ADAM10). 

También se utilizaron determinadas líneas celulares de tumores de páncreas humanos 

(PANC-1 y Hs 766T).  Las células YAC-1 y HEK-293 fueron empleadas para ensayos 

de citotoxicidad y luciferasa, respectivamente. El mantenimiento y los ensayos con las 

líneas celulares se realizaron en la Sección de Cultivo de Tejidos (SCT) de la 

Universidad de Murcia (UM). La mayoría de estas líneas celulares fueron suministradas 

por la SCT y obtenidas de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC, american 

type culture collection), salvo la línea B16-F10-Luc2 y las líneas IGR-37 e IGR-39 que 

fueron obtenidas directamente de la empresa “Caliper Life Sciences” y de la Colección 

Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares, respectivamente. En el caso de las 

células YAC-1 fueron cedidas por el Dr. Detlef Schuppan (Instituto de Inmunología 

Traslacional y Centro de Investigación de Inmunoterapia, Centro Médico Universitario 

de Mainz, Alemania). De forma rutinaria, se realizaron “autentificaciones” de las líneas 

celulares en la Sección de Biología Molecular de la UM utilizando un análisis de 

genotipado, según las directrices de la ATCC. 

4.1.1.1. Mantenimiento 

El equipamiento necesario para trabajar con cultivos celulares es revisado de manera 

periódica por la SCT, donde destacan las cabinas de seguridad biológica y química, los 

microscopios invertidos, los incubadores y los depósitos de nitrógeno líquido. Asimismo, 

la SCT se encarga del buen estado y de la esterilidad de reactivos, material fungible y 

medios de cultivos, siendo estos últimos un elemento característico de cada línea 

celular, ya que se requieren un tipo y una composición determinadas. 

Las cabinas empleadas son de seguridad biológica y química (clase II) con flujo 

laminar vertical, seleccionadas en función del nivel de seguridad requerido por las líneas 

celulares que se manipularon durante esta Tesis Doctoral. Se utilizaron cabinas de 

distintas marcas y modelos que cuentan con un flujo laminar vertical para crear un 
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ambiente estéril en el interior, protegiendo así la muestra. Estas cabinas también tienen 

filtros y sistemas de flujo de aire que brindan protección tanto al ambiente como al 

operador. Por otro lado, los incubadores para cultivos celulares son dispositivos que 

regulan la temperatura, humedad y concentración de CO2 en su interior. El incubador 

Jouan IG650 (Thermo Scientific) se utilizó para cultivos que requieren una concentración 

de CO2 del 7.5%, mientras que el incubador Steri-Cult 3310 (Thermo Scientific) se 

empleó para aquellos que requieren una concentración de CO2 del 5%. Ambos 

incubadores estaban regulados para mantener una temperatura de 37ºC, la cual era la 

temperatura óptima para todas las células empleadas en esta Tesis Doctoral. Para el 

almacenamiento de líneas celulares mediante criopreservación se usaron los depósitos 

de nitrógeno líquido MVE CryoSystem 4000 de Cyro Solutions y el Locator 4 de Thermo 

Scientific (Figura 4.1). 

     

Figura 4.1. Cabina de flujo laminar, incubadores y depósito de nitrógeno líquido (de izquierda a derecha). 

Imágenes tomadas en la Sección de Cultivo de Tejidos de la UM. 

 

Para mantener los cultivos celulares, se utilizaron medios comerciales como EMEM 

(Eagle´s minimum essential medium), DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium) o 

RPMI (Roswell park memorial institute), en función de las necesidades específicas de 

cada línea celular. Estos medios son ampliamente utilizados y pueden ser adquiridos 

con o sin suplementos como aminoácidos no esenciales, piruvato y glutamina. En todos 

los casos se utilizó un medio comercial que no contenía dichos suplementos, los cuales 

fueron añadidos posteriormente junto con suero bovino fetal (SBF) con el fin de preparar 

un medio adecuado (al que llamaremos medio completo) para el metabolismo 

energético de las células cultivadas in vitro. Además, con el objetivo de prevenir 

contaminaciones, se agregó penicilina y estreptomicina a una concentración final de 50-

100 UI/ml y 50-100 μg/ml, respectivamente. La composición detallada del medio de 

cultivo empleado para cada línea celular individual aparece más adelante en esta 

sección. 
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Por otra parte, los medios de cultivo empleados se basan en una solución salina 

equilibrada y tamponada con bicarbonato de sodio. La cantidad de bicarbonato 

determina la concentración de CO2 atmosférico necesaria para mantener el pH neutro 

de los medios de cultivo, por lo que se usan junto con frascos u otras superficies de 

cultivo ventiladas. Los medios EMEM y RPMI tienen una concentración de bicarbonato 

de 1.5 g/l y requieren una atmósfera del 5% de CO2. En cambio, el medio DMEM tiene 

una concentración de bicarbonato de 3.7 g/l y requiere una atmósfera del 7.5-10% de 

CO2. Todos comparten la necesidad de una atmósfera con un 95% de humedad. 

A continuación, se describen las condiciones de cultivo necesarias para cada una de 

las líneas celulares utilizadas, así como su origen y sus características más relevantes: 

501-mel  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Poligonal-fusiforme. 

Origen: Melanoma metastásico. 

Edad: No se especifica.    Sexo: Femenino. 

Tiempo de duplicación: ~ 32 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

G-361 

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Fusiforme. 

Origen: Piel, melanoma maligno. 

Edad: 31 años.    Sexo: Masculino. 

Tiempo de duplicación: ~ 34 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

IGR-37 

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Fusiforme. 

Origen: Nódulo linfático, melanoma maligno.  
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Edad: 26 años.    Sexo: Masculino. 

Tiempo de duplicación: ~ 60 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

SK-MEL-28  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Poligonal. 

Origen: Piel, melanoma maligno. 

Edad: 51 años.   Sexo: Masculino. 

Tiempo de duplicación: ~ 40 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

SK-MEL-2  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Poligonal. 

Origen: Piel, melanoma maligno. 

Edad: 60 años.   Sexo: Masculino. 

Tiempo de duplicación: ~ 56 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

A-375  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Poligonal-fusiforme. 

Origen: Piel, melanoma maligno. 

Edad: 54 años.   Sexo: Femenino. 

Tiempo de duplicación: ~ 32 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 
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IGR-39  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Poligonal. 

Origen: Piel, melanoma maligno. 

Edad: 26 años.   Sexo: Masculino. 

Tiempo de duplicación: ~ 30 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

B16-F10  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Mus musculus (Ratón). 

Cepa: C57BL/6. 

Morfología: Poligonal. 

Origen: Piel, melanoma. 

Tiempo de duplicación: ~ 18 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

B16-F10-Luc2  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Mus musculus (Ratón). 

Cepa: C57BL/6. 

Morfología: Poligonal. 

Origen: Piel, melanoma. 

Tiempo de duplicación: ~ 18 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

PANC-1 

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Redondeada. 

Origen: Conducto de páncreas, carcinoma epitelioide. 

+ Luciferina 
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Edad: 56 años.    Sexo: Masculino. 

Tiempo de duplicación: ~ 32 horas. 

Medio de cultivo: DMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% de penicilina-
estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

Hs 766T  

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Pleomórfica. 

Origen: Nódulo linfático, carcinoma pancreático metastásico. 

Edad: 64 años.    Sexo: Masculino. 

Tiempo de duplicación: ~ 48 horas. 

Medio de cultivo: DMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% de penicilina-
estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

YAC-1 

Tipo de crecimiento: Suspensión. 

Organismo: Mus musculus (Ratón). 

Morfología: Redondeada. 

Origen: Linfoma. 

Tiempo de duplicación: ~ 20 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

HEK-293 

Tipo de crecimiento: Adherente. 

Organismo: Homo sapiens (Humano). 

Morfología: Poligonal, formando islas. 

Origen: Riñón, embrión. 

Edad: Feto.    Sexo: Femenino. 

Tiempo de duplicación: ~ 30 horas. 

Medio de cultivo: EMEM + Glutamina 2 mM + Piruvato 1 mM + 1% aminoácidos no 
esenciales (v/v) + 1% de penicilina-estreptomicina (v/v) + 10% SBF (v/v). 

 

Además, las líneas celulares obtenidas y/o empleadas en esta Tesis Doctoral, como 

501-mel inducible con doxiciclina para MITF, IGR-37 KO-MITF, B16-F10-Luc2 KO-MITF 
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y B16-F10-Luc2 KO-ADAM10, comparten las mismas condiciones de cultivo que sus 

líneas parentales. 

Para trabajar con líneas celulares es necesario conocer sus fases de crecimiento. 

Para ello, se realizan representaciones gráficas de crecimiento que muestran la 

correlación entre la cantidad de células sembradas por área y el tiempo de cada fase 

(Figura 4.2). En general, se pueden distinguir tres etapas: 

− Fase lag: se distingue por la ausencia de crecimiento o un crecimiento 

extremadamente lento, donde las células se están recuperando del estrés del 

subcultivo, reorganizando su citoesqueleto y segregando matriz extracelular con 

el fin de adherirse a la superficie de cultivo. 

− Fase log o exponencial: en esta etapa, la expansión del cultivo es exponencial y 

las células muestran un tiempo de duplicación propio de cada tipo celular. Esta 

fase continúa hasta que las células alcanzan la confluencia, es decir, ocupan 

completamente la superficie de cultivo en el caso de células adherentes. 

− Fase estacionaria: en esta fase, el crecimiento se paraliza o ralentiza mucho 

debido a la falta de espacio y/o nutrientes. Las células están confluentes. Si las 

células no se subcultivan y se reemplaza el medio de cultivo por medio nuevo, 

empieza a disminuir la viabilidad y el cultivo entra en la fase de declive. 

 

Figura 4.2. Curva de crecimiento teórica para una línea celular continua. Imagen traducida de la guía para 

cultivo de células animales de la ATCC.  

 

Es de vital importancia mantener continuamente los cultivos en fase exponencial, sin 

llegar a la fase estacionaria, con el fin de asegurar su viabilidad y su estabilidad genética 
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y fenotípica. En este sentido, debemos realizar tanto los experimentos como el 

subcultivo y la criopreservación durante la fase exponencial, evitando siempre que las 

células alcancen el 100% de confluencia. 

4.1.1.2. Subcultivo 

La mayoría de las líneas celulares utilizadas en esta Tesis Doctoral son del tipo 

adherente, lo que significa que crecen sujetas a la superficie de los recipientes de 

cultivo. Cuando las células se expanden y cubren la mayor parte de la superficie del 

recipiente, es necesario despegarlas (tanto entre sí como del soporte) y transferir una 

pequeña cantidad a un nuevo recipiente para que puedan seguir creciendo en fase 

exponencial. Este proceso se conoce como subcultivo o "pase". Se recomienda llevar a 

cabo el subcultivo cuando las células alcanzan una confluencia del 80-90%. Para la 

disgregación de las células se puede utilizar una técnica mecánica con un raspador, 

pero más frecuentemente se utiliza una disolución tamponada de tripsina y EDTA. 

Se llevó a cabo el subcultivo de células cultivadas en frascos de 75 cm² cuando éstas 

habían alcanzado una confluencia del 80-90%. Para ello, se retiró el medio de cultivo y 

se lavaron las células con 1 ml de tripsina. A continuación, se añadieron 2 ml de tripsina 

y se incubó el frasco a 37ºC hasta que la monocapa de células se dispersó. La reacción 

de tripsinización se detuvo agregando 8 ml de medio completo y se centrifugó todo el 

volumen de suspensión celular. Se resuspendió el precipitado resultante en 2 ml de 

medio completo y se tiñó una alícuota de la suspensión con azul tripán. Así, se determinó 

la viabilidad celular y se añadió una cantidad adecuada de células a un nuevo frasco de 

cultivo con 10 ml de medio fresco completo. En cambio, para el subcultivo de las células 

en suspensión (YAC-1) simplemente se añadía un volumen adecuado de suspensión 

celular a un nuevo frasco de 75 cm² con medio fresco completo. 

4.1.1.3. Crioconservación 

Para la congelación y almacenamiento de las células utilizadas en esta Tesis 

Doctoral, se utilizó el medio de cultivo correspondiente suplementado con 5% DMSO y 

10% SBF. En cada caso, se agregaron a un criotubo 850 μl de una suspensión celular 

que contenía aproximadamente 1500000 de células en medio completo. Luego, se 

añadieron 100 μl de SBF y 50 μl de dimetilsufóxido (DMSO). El DMSO funciona como 

un agente crioprotector, previniendo la formación de cristales de agua que puedan dañar 

la estructura celular. Los criotubos se colocaron en un recipiente específico, el cual 

permite la reducción constante de temperatura de 1°C por minuto, para una adecuada 

congelación de las células y su posterior almacenamiento en un congelador específico 
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a -80°C. Una vez que las células estuvieron congeladas, el personal de la SCT transfirió 

los criotubos a los depósitos de nitrógeno líquido mencionados anteriormente (-196°C), 

donde pueden permanecer viables durante años. Finalmente, la ubicación e 

identificación de los viales se quedó registrada en un programa de gestión. 

4.1.1.4. Tratamientos 

Para realizar los diferentes tratamientos, las células se sembraron a una densidad 

que garantizara su crecimiento exponencial durante los días de tratamiento. Los 

ensayos más recurrentes fueron los tratamientos de las células con acriflavina y con 

TMCG y dipiridamol (DIPY). La acriflavina es un inhibidor de la dimerización HIF-1, 

mientras que la combinación de TMCG y DIPY configura un tratamiento que disminuye 

el nivel de metilación celular, de ahí que se denomine HMT (tratamiento hipometilante).  

En ocasiones, las células han sido tratadas con el compuesto MG132 para inhibir el 

proteasoma, CoCl2 para simular condiciones de hipoxia, baja concentración de 

glutamina para imitar condiciones de baja cantidad de nutrientes y compuestos como 

salubrinal, rapamicina, AdOx, MTX, U0126, wortmanina, etc., con el fin de inducir otros 

tipos de estrés.  

La irradiación fue otro tratamiento empleado con frecuencia sobre las células. Se 

utilizó el irradiador de rayos X Andrex SMART 200E (YXLON International) de la Sección 

de Radioprotección y Residuos de la UM, con las condiciones de 200 kV, 4.5 mA, con 

una distancia foco-objeto de 20 cm y una dosis de 2.5 Gy/minuto (Figura 4.3). En cada 

caso, se aplicó la dosis necesaria. 

   

Figura 4.3. Irradiador de rayos X Andrex SMART 200E de YXLON International. Imagen tomada en la 

Sección de Radioprotección y Residuos de la UM. 
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 MODELOS ANIMALES 

En el Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Murcia se llevaron a 

cabo ensayos con animales cumpliendo con la Directiva Europea 2010/63/CE del 22 de 

septiembre, que establece la protección de los animales utilizados en fines científicos, 

así como con el Real Decreto 53/2013 del 1 de febrero, que establece los principios 

fundamentales que se aplican para proteger a los animales utilizados en 

experimentación y otros propósitos científicos, incluyendo la enseñanza. Estas 

normativas abordan aspectos relacionados con el bienestar animal, la clasificación de 

procedimientos según su grado de severidad, los criterios de capacitación del personal 

investigador y la aplicación del principio de las Tres Erres de Russell y Burch (Lewis, 

2019), que busca reemplazar, reducir y refinar el uso de animales en investigación. 

Para realizar los ensayos con animales es necesario elaborar previamente un Plan 

de Investigación que detalle los procedimientos a realizar con los animales para que sea 

evaluado y aprobado por el Comité de Ética de Experimentación Animal de la UM. 

Además, es indispensable obtener la autorización expresa de la autoridad competente, 

en este caso, la Comunidad Autónoma de la Región de Murcia. 

4.1.2.1. El ratón como modelo animal 

Los modelos animales son herramientas importantes para comprender la 

patogénesis de diversas enfermedades y pueden ser de gran ayuda en el desarrollo de 

nuevas terapias. El ratón (Mus musculus) se destaca entre otros organismos modelo 

debido a varias ventajas que ofrece, como su tamaño relativamente pequeño, su 

similitud genética y fisiológica con los humanos, su condición de mamífero, su corto 

tiempo de generación, su amplio estudio genético (incluyendo la secuenciación 

completa de su genoma en 2002) y la disponibilidad de líneas genéticamente definidas 

y líneas con mutaciones genéticas específicas. 

En investigación, los ratones utilizados provienen de cepas o líneas consanguíneas. 

Las líneas consanguíneas, obtenidas a través del entrecruzamiento de un macho y una 

hembra de la misma camada durante más de 20 generaciones, dan lugar a individuos 

que son prácticamente idénticos desde un punto de vista genético (isogénicos), 

homocigotos para la mayoría de sus genes y uniformes en cuanto a fenotipo. Estas 

líneas son muy valiosas en la investigación, ya que permiten llevar a cabo ensayos 

eliminando los posibles efectos atribuibles a la variabilidad genética entre individuos 

(Benavides & Guénet, 2003). En esta Tesis Doctoral se utilizaron ratones C57BL/6, 

Hsd:Athymic Nude-Foxn1nu y Rag2-Il2rg doble knockout (Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Ratones C57BL/6, Hsd:Athymic Nude-Foxn1nu y Rag2-Il2rg doble knockout (de izquierda a 

derecha). Imágenes obtenidas de The Jackson Laboratories y Envigo RMS. 

 

Ratones C57BL/6 

La cepa de ratón consanguínea C57BL/6 se utiliza ampliamente en investigación 

como un modelo para enfermedades y para generar ratones con modificaciones 

genéticas debido a sus numerosas ventajas. Esta cepa se aplica en diversas áreas de 

investigación, como biología cardiovascular, biología del desarrollo, diabetes, obesidad, 

genética, inmunología, neurobiología y oncología, entre otras. En general, los ratones 

C57BL/6 son fáciles de reproducir, tienen una larga esperanza de vida y una baja 

susceptibilidad a los tumores. 

Ratones Hsd:Athymic Nude-Foxn1nu 

La mutación homocigota en el locus nude (nu/nu) se encuentra en varias cepas de 

ratones y es una mutación recesiva. Los ratones con esta mutación tienen ambos alelos 

del gen FOXN1 mutados, el cual codifica la proteína Forkhead box protein N1. La 

expresión de FOXN1 solo ocurre en piel y timo, por lo que la mutación nu/nu afecta a 

estos dos órganos. En la piel, causa problemas en el folículo piloso que resultan en la 

pérdida del pelo en los ratones. En el timo, la mutación nu/nu provoca una defectuosa 

maduración y diferenciación del estroma. Así pues, el timo de estos ratones es pequeño, 

quístico y no puede llevar a cabo una adecuada maduración de los linfocitos T. En este 

sentido, estos ratones se denominan como "atímicos" y se caracterizan por tener un 

número bajo de linfocitos T funcionales.  

Ratones Rag2-Il2rg doble knockout (R2G2) 

El modelo R2G2 es un ratón con un fenotipo ultra inmunodeficiente. Este modelo 

contiene mutaciones en los genes RAG (gen activador de recombinación) e IL2RG (gen 

la subunidad gamma del receptor de interleucina-2). En consecuencia, estos ratones se 

caracterizan por la falta de receptores funcionales para IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15, 

ausencia de células NK, deficiencia de linfocitos T y B, así como una disminución de 

células dendríticas, macrófagos y neutrófilos. 
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4.1.2.2. Mantenimiento de los ratones 

Se emplearon ratones hembra C57BL/6 o atímicos de entre 4 y 6 semanas de edad, 

con un peso de 20-24 g, suministrados por Envigo RMS para llevar a cabo los diferentes 

ensayos. Los animales se mantuvieron en un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de 

oscuridad, y su dieta consistió en pellets para roedores Harlan teklad 8604. Los ensayos 

comenzaron al menos dos semanas después de su llegada al animalario, una vez que 

los animales estaban aclimatados y habían cumplido con la cuarentena 

correspondiente. Para mantener condiciones asépticas, se utilizaron jaulas que 

aseguraban el aislamiento microbiológico en una habitación con presión de aire positiva. 

Además, los procedimientos que implicaban manipulación del animal se realizaron en 

cabinas de flujo laminar. 

4.1.2.3. Estudio de tumores primarios y metástasis 

Para recrear el desarrollo de un tumor primario en la piel, se inyectaron 5x105 de 

células de melanoma debajo de la piel del flanco dorsal del animal. La implantación 

subcutánea es sencilla de realizar, de bajo coste y permite una observación más fácil 

del desarrollo del tumor, por lo que sigue siendo ampliamente utilizada. 

Por otro lado, se inyectaron el mismo número de células de melanoma (5x105) en la 

vena de la cola del ratón para estudiar la capacidad de colonización (última fase de 

metástasis) principalmente en pulmón, pero también en otros órganos. Primero se dilató 

durante unos minutos la vena de la cola del animal utilizando una lámpara de calor de 

luz roja o agua caliente y posteriormente se introdujeron las células, en un volumen de 

100 μl de PBS estéril, utilizando una aguja de diámetro 30G x 1/2" (13 x 0.3 mm). Para 

realizar este procedimiento se usó un sistema de inmovilización del ratón (Figura 4.5). 

 

Figura 4.5. Equipo necesario para inmovilizar al ratón y dilatar la vena de su cola. Imagen tomada durante 

mi estancia en el centro de investigación Domus Medica tilbygg (Oslo, Noruega).  
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4.1.2.4. Monitorización de tumores primarios y metástasis 

Las células B16-F10-Luc2 utilizadas tienen la gran ventaja de producir la proteína 

luciferasa. De esta forma, cuando se les suministra el sustrato de la luciferasa, la 

luciferina, las células emiten luz, lo que se conoce como bioluminiscencia. Para 

visualizar los tumores primarios y las metástasis en ratones, se administró luciferina de 

luciérnaga (Caliper Life Sciences) a una dosis de 120 mg/kg por vía intraperitoneal y se 

utilizó el sistema de imagen in vivo (IVIS, in vivo imaging system) de Caliper Life 

Sciences (Figura 4.6). Este sistema codifica la intensidad de la luz detectada mediante 

un código de colores, en el que el azul representa una baja intensidad de señal y el rojo 

una alta intensidad de señal. La luz emitida por este proceso de bioluminiscencia se 

mide en unidades de fotones por segundo por centímetro cuadrado por estereorradián 

(ph/s/cm2/sr). 

     

Figura 4.6. Imagen obtenida de un ratón con metástasis (izquierda) y sistema de imagen in vivo (IVIS) de 

Caliper Life Sciences (derecha). La escala de color indica la intensidad de luminiscencia. Imágenes tomadas 

durante mi estancia en el centro de investigación Domus Medica tilbygg (Oslo, Noruega). 

 

Además, para controlar el desarrollo de los tumores primarios también se hicieron 

medidas periódicas del área tumoral utilizando un calibre. Debido a la dificultad de medir 

la altura del tumor, es ampliamente aceptado el uso de la siguiente fórmula para calcular 

el volumen del tumor (Kersemans et al., 2013): 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟 =
1

2
× (𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 × 𝑎𝑛𝑐ℎ𝑜2) 

No obstante, en los experimentos con ratones, se deben descartar a aquellos que 

presenten anormalidades en su tamaño, peso o síntomas de enfermedades. Así, se 

excluyeron los animales que no mostraron un crecimiento tumoral en el día 12 después 

de la implantación o cuyos tumores superaron los 8 mm de diámetro en el día 8.  
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4.2. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA CELULAR 

 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR 

4.2.1.1. Tinción con azul tripán 

El azul tripán es un colorante vital que se utiliza para distinguir entre células vivas y 

muertas. Este colorante no puede penetrar en las células que tienen una membrana 

plasmática intacta y solo puede teñir aquellas células que tienen una membrana dañada. 

Para la tinción con azul tripán, se mezcló el mismo volumen de suspensión celular que 

de azul tripán al 0.4%, dando lugar a una proporción 1:1. Después de homogeneizar la 

mezcla, se cargó en el hemocitómetro y se contó el número de células vivas y muertas 

utilizando un contador manual. Es posible utilizar diferentes diluciones de la suspensión 

celular, pero teniendo en cuenta siempre el factor de dilución correspondiente.  

El hemocitómetro o cámara de Neubauer es un portaobjetos diseñado 

específicamente para la cuantificación de células. Su superficie está impresa con una 

retícula compuesta por 9 cuadrados de 1 mm2 cada uno. En las esquinas de esta retícula 

se encuentran 4 cuadrados que se dividen en 16 cuadrados más pequeños, de 0.0625 

mm2 cada uno. La profundidad de la cámara es fija, lo que permite la medición precisa 

del volumen y la cuantificación de células (Figura 4.7). 

 

Figura 4.7. Imagen y esquema de una cámara de Neubauer. Se muestra una ampliación de la retícula 

cuadrangular con los cuadrantes donde se realiza el recuento celular señalados en rojo. 

 

Los cálculos que se realizaron para conocer el número de células vivas, de células 

muertas y de células totales por mililitro de la suspensión celular fueron: 

Nº células viables/ml = Promedio de células viables por cuadro ×  10000 ×  FD ×  2  

Nº células muertas/ml = Promedio de células muertas por cuadro ×  10000 ×  FD ×  2  

Nº células totales/ml = Promedio de células totales por cuadro ×  10000 ×  FD ×  2  
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En estas ecuaciones, el número promedio de células por cuadro se multiplica por 

10000 para obtener el número de células por ml, ya que cada una de las 9 cuadrículas 

en la cámara de Neubauer contiene un volumen de 0.1 mm3 (0.1 mm x 0.1 mm x 0.1 

mm). FD (factor de dilución) indica la cantidad de veces que se diluye la suspensión 

celular antes de mezclarla con el tripán, mientras que el 2 hace referencia a la dilución 

de la muestra con el azul tripán. 

Para obtener la viabilidad de la suspensión celular, se aplica la siguiente fórmula una 

vez se ha obtenido el número de células vivas y muertas: 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜

𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜
× 100 

4.2.1.2. Ensayo con MTT 

El ensayo de MTT es una técnica colorimétrica sensible y cuantitativa utilizada para 

evaluar la viabilidad y proliferación celular. Se basa en la capacidad de la enzima 

mitocondrial succinato deshidrogenasa para transformar un sustrato conocido como 

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), soluble en agua y de 

color amarillo en un producto de color violeta, llamado formazano, que genera cristales 

insolubles en agua (Figura 4.8). 

 

Figura 4.8. Reacción de la conversión de MTT a Formazano. Reacción llevada a cabo por la enzima 

succinato deshidrogenasa mitocondrial. MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio. 

 

Esta técnica, así como algunas de sus variantes, son ampliamente utilizadas para 

diversas aplicaciones en estudios celulares. Entre ellas, encontramos la cuantificación 

del crecimiento y la viabilidad celular, la medición de la proliferación celular en respuesta 

a factores de crecimiento, citoquinas y nutrientes, la medición de la citotoxicidad y 

evaluación de citotóxicos e inhibidores del crecimiento. Además, una ventaja que 

presenta este método es su capacidad para procesar rápidamente una gran cantidad de 

muestras al realizarse en placas de 96 pocillos. 

Para llevar a cabo el ensayo MTT, se sembraron las células de interés en placas de 

96 pocillos y se realizó el tratamiento elegido. Para efectuar su procesamiento, se 



Técnicas e instrumentación  Román Martí Díaz 

138 
 

sustituyó el medio de los pocillos por 200 μl de medio completo fresco y se agregaron 

50 μl de una solución de MTT a una concentración de 5 mg/ml en medio de cultivo, lo 

que da una concentración final de MTT de 1 mg/ml en cada pocillo. Luego, las células 

se incubaron en oscuridad durante 2-4 horas a 37ºC. Una vez transcurrido ese tiempo, 

se retiró el medio que contiene la solución de MTT y se añadieron 100 μl de DMSO para 

para lisar las células y solubilizar el formazano generado por la metabolización del MTT. 

Después, se agitó la placa para disolver los cristales de formazano y obtener una 

distribución uniforme del color en el pocillo. Finalmente, se midió la absorbancia a 570 

y 690 nm utilizando un lector de placas FLUOstar Omega (BMG Labtech) presente en 

la SCT de la UM. Para minimizar el ruido de fondo que podía aportar el material plástico 

de la placa, se restó la absorbancia a 690 nm del valor de absorbancia del formazano a 

570 nm. 

Además, para evaluar el efecto sobre la viabilidad celular con una droga determinada, 

se representaron los datos como "porcentaje de absorbancia en comparación con el 

control" en el eje de ordenadas y la "concentración del fármaco" en el eje abscisas, 

obteniendo así curvas de inhibición que permitían calcular el valor de la IC50. Este valor 

determina la concentración que inhibe el crecimiento o reduce la viabilidad celular en un 

50% en comparación con el control no tratado. 

4.2.1.3. Tinción de cristal violeta 

El ensayo de cristal violeta es una técnica rápida y sencilla que se utiliza para realizar 

una cuantificación indirecta de células y obtener información sobre su densidad relativa 

en cultivo. En este ensayo, el colorante cristal violeta se utiliza para teñir las células de 

violeta, ya que se une tanto al ADN como a las proteínas presentes en las células, 

permitiendo así su visualización y cuantificación. 

Para realizar esta tinción celular, las células se cultivaron en placas de 24 pocillos. 

Primero las células se lavaron con 500 μl de PBS y después se fijaron con 200 μl 

metanol al 100% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Mientras tanto se preparó 

una dilución de la solución cristal violeta (Sigma) al 0.5% en metanol 100%. Una vez 

fijadas, las células se lavaron dos veces con agua destilada y se incubaron con 200 μl 

de la solución de cristal violeta al 0.5% durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas con agua destilada tres veces para 

eliminar el exceso de colorante. Se dejó secar la placa durante un día para visualizar la 

densidad celular de cada pocillo. Finalmente, para cuantificar esa densidad celular, se 

añadieron 150 μl de DMSO a cada pocillo, se incubó durante toda la noche en agitación 

a temperatura ambiente y se determinó el valor de absorbancia a 595 nm. 



Román Martí Díaz  Técnicas e instrumentación 

 

139 
 

 ENSAYOS DE APOPTOSIS 

4.2.2.1. Detección de apoptosis mediante ELISA 

En la apoptosis, los fragmentos de ADN resultantes se conocen como fragmentos de 

bajo peso molecular o LMW (low molecular weight), en contraste con el ADN de alto 

peso molecular o HMW (high molecular weight) que se encuentra en células no 

apoptóticas y corresponde a material genético no fragmentado.  

El kit Cell Death Detection ELISAPLUS (Roche), ELISA tipo “sándwich”, permite 

detectar los fragmentos LMW unidos a histonas en los mono- y oligonucleosomas. El kit 

utiliza un anticuerpo biotinilado anti-histona que reconoce las formas H1, H2A, H2B, H3 

y H4, así como un anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-ADN (Figura 4.9). El 

anticuerpo biotinilado se une a las moléculas de estreptavidina que recubren la base de 

los pocillos de la placa, y a través de la porción IgG se une a las histonas, inmovilizando 

los nucleosomas. La actividad peroxidasa se determina espectrofotométricamente y es 

proporcional a la cantidad de mono- y oligonucleosomas inmovilizados. Los lisados de 

células no apoptóticas tendrán pocos mono- y oligonucleosomas, lo que dará lugar a 

una señal de peroxidasa baja. Por otro lado, los lisados de células apoptóticas estarán 

enriquecidos en estas formas y darán lugar a una señal más elevada. 

 

Figura 4.9. Esquema de los principales elementos del kit empleado para la detección de apoptosis mediante 

ELISA. ABTS: 2-2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-sulfónico). Imagen traducida del protocolo del kit Cell Death 

Detection ELISAPLUS (Roche).  

 

Para este ensayo, las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos y expuestas 

a los tratamientos de interés. En el día del procesamiento, se retiró el medio de los 

pocillos y se agregó 200 μl de tampón de lisis, que se dejó incubar durante 30 minutos 

a temperatura ambiente. Este tampón rompe la membrana plasmática pero no la 

nuclear, lo que permite la liberación del ADN fragmentado presente solo en el citoplasma 

de las células apoptóticas, pero no del ADN que se encuentra en los núcleos intactos 

de las células normales. Luego, la placa se centrifugó a 200 × g durante 10 minutos.  
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Se añadieron 20 μl del sobrenadante a cada pocillo de una nueva placa de 96 

pocillos, junto con 80 μl del tampón de incubación que contenía anticuerpos anti-histona 

y anti-ADN. La mezcla se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación. 

Después de este tiempo, se realizaron tres lavados con el tampón de incubación para 

quitar los anticuerpos no unidos y los restos del lisado celular. Finalmente, se agregaron 

100 μl de una disolución tamponada de ABTS (2-2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-

sulfónico)), el sustrato de la peroxidasa, y se realizaron lecturas de absorbancia a 415 

nm cada 5 minutos durante 40-45 minutos. 

Para analizar los resultados, se elaboró una gráfica con los valores de absorbancia 

en el eje de ordenadas y el tiempo en el eje de abscisas. Se obtuvo la pendiente de 

cada recta y se calculó el factor de enriquecimiento citosólico nucleosomal (FECN). Este 

factor se calcula dividiendo la pendiente de la recta de cada muestra entre la pendiente 

de la recta del control y normalizando además estos valores respecto a la cantidad inicial 

de células lisadas. Para ello, se realizó un ensayo de MTT en paralelo. En definitiva, el 

cálculo del FECN se realiza de la siguiente manera: 

𝐹𝐸𝐶𝑁 =
(

𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑡𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑝𝑜𝑝𝑡𝑜𝑠𝑖𝑠 
𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑀𝑇𝑇

)

(
𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑡𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑝𝑜𝑝𝑡𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑀𝑇𝑇 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
)
 

 

4.2.2.2. Ensayo TUNEL 

Otra forma de detectar células apoptóticas es mediante el ensayo TUNEL (terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling), que permite detectar 

las roturas del ADN formadas en la última fase de la apoptosis. Este método se basa en 

la capacidad de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal para marcar con una 

etiqueta fluorescente los extremos 3' de las roturas del ADN. 

Para llevar a cabo este ensayo, se utilizó el kit In Situ Cell Death Detection Kit, 

Fluorescein (Roche) en células adherentes sembradas en placas de 96 pocillos. Tras 

realizar los diferentes tratamientos, las células se lavaron con PBS y fueron fijadas con 

paraformaldehído 4% durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, se 

lavaron con PBS, se añadieron 100 µl de la solución de permeabilización (0.1% Triton-

X100 en 0.1% de citrato sódico) y se incubaron durante 2 minutos en hielo. 

Seguidamente, se realizaron dos lavados con PBS y se dejó secar la placa durante 15 

minutos a temperatura ambiente. En ese tiempo, se preparó la mezcla de tinción, 

formada por la enzima y nucleótidos marcados con fluoresceína, siguiendo el protocolo. 

Una vez que estaban secos los pocillos con las células, se añadieron 50 µl de la mezcla 
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de tinción a cada pocillo y se dejó incubar 1 hora a 37ºC en oscuridad. Transcurrido ese 

tiempo, las células fueron lavadas dos veces con PBS para eliminar el exceso de la 

mezcla de tinción y se incubaron con 100 µl de DAPI a una concentración final de 1 

mg/ml en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, 

las células se lavaron con PBS para quitar el DAPI no incorporado y se analizaron 

utilizando el microscopio de fluorescencia.  

 MICROSCOPÍA  

4.2.3.1. Microscopía óptica 

El funcionamiento de un microscopio óptico consiste en el uso de un haz de luz 

(fotones), que incide en la muestra a observar, y en un conjunto de lentes que generan 

una imagen aumentada de la muestra. En general, los microscopios actuales suelen ser 

compuestos, lo que significa que tienen varias lentes. Con ellos, se pueden aumentar 

las imágenes hasta 2000 veces y su poder de resolución es de 0.2 μm, lo que supone 

una resolución mil veces superior a la del ojo humano. 

En esta Tesis Doctoral se emplearon varios tipos de microscopios para distintas 

aplicaciones. Para el mantenimiento y tratamiento de los cultivos celulares (observación 

de la morfología, confluencia, etc.) se utilizó un microscopio óptico invertido. El conteo 

de células, mediante tinción con azul tripán, se llevó a cabo en un microscopio óptico 

convencional. Para la visualización de muestras de inmunofluorescencia, se usó un 

microscopio confocal. 

Microscopía óptica de contraste de fases 

La visualización de células en cultivo se llevó a cabo utilizando microscopios ópticos 

invertidos, utilizando principalmente el método de contraste de fases. En un microscopio 

invertido, el revólver con los objetivos se ubica debajo de la platina donde se coloca la 

muestra, mientras que el haz de luz y el condensador se encuentran sobre ella. Esta 

configuración permite visualizar células contenidas en diversos recipientes (frascos, 

placas, etc.) sin que el ancho o el volumen de los mismos sean un problema y sin 

necesidad de un montaje o preparación previa de las muestras. El contraste de fases 

resulta ideal para visualizar muestras delgadas no teñidas, como los cultivos celulares. 

En este método se utilizan diferentes moduladores ópticos, como anillos y diafragmas, 

que producen variaciones en el índice de refracción de los distintos componentes 

celulares. Esto genera un aumento en el contraste que percibimos, donde las partes 

celulares más densas aparecen más oscuras que las partes celulares menos densas. 
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Microscopía de fluorescencia 

En la Sección de Cultivos de Tejidos de la UM se encuentran disponibles dos 

microscopios ópticos invertidos que poseen un módulo de fluorescencia (Figura 4.10). 

Asimismo, poseen un módulo de fotografía para tomar imágenes de las diferentes 

muestras. El módulo de fluorescencia incluye una fuente de luz, un filtro de excitación y 

un espejo dicroico que solo permite pasar la luz de una longitud de onda determinada.  

A diferencia de la microscopía óptica de campo claro o contraste de fases, la 

microscopía de fluorescencia permite la identificación de la distribución de moléculas 

individuales a través de su capacidad para emitir fluorescencia. Esto confiere a la 

microscopía de fluorescencia la capacidad del estudio de la localización de proteínas 

intracelulares marcadas con fluorescencia. Asimismo, esta técnica fue utilizada para 

hacer un seguimiento de la generación de las líneas celulares mediante CRISPR/Cas9. 

    

Figura 4.10. Microscopios ópticos invertidos Nikon-Eclipse TE-2000U (a la izquierda) y Zeiss Axio Observer 

7 (a la derecha). Ambos microscopios están acoplados a un módulo de fluorescencia y fotografía. Imágenes 

tomadas en la Sección de Cultivos de Tejidos de la UM. 

 

Microscopía confocal 

La microscopía confocal representa una mejora significativa respecto a las técnicas 

clásicas de microscopía óptica. La microscopía confocal permite obtener imágenes con 

mayor definición y contraste, así como secciones ópticas de distintos planos de la 

muestra dando lugar a la reconstrucción de imágenes tridimensionales. 

El fundamento de la microscopía confocal consiste en la eliminación de la luz 

reflejada que proviene de planos fuera de foco. Esto se logra iluminando una pequeña 

área de la muestra y capturando únicamente el haz de luz que proviene del plano focal, 

descartando los haces de luz que proceden de planos superiores e inferiores. En primer 

lugar, la luz de una fuente de iluminación pasa a través de un diafragma, se refleja en 
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un espejo dicroico y se enfoca en un punto específico de la muestra mediante una lente 

objetiva. Luego, la señal emitida por el punto iluminado ya sea fluorescencia o luz 

reflejada, regresa por el mismo camino óptico, atraviesa el espejo dicroico y se enfoca 

en un detector. Se coloca un segundo diafragma o pinhole delante del detector para 

eliminar las señales fuera de foco. En la microscopía confocal, se utiliza el láser como 

fuente de luz para iluminar regiones muy pequeñas de la muestra de forma intensa. La 

muestra completa es iluminada o "barrida" punto por punto, lo que da como resultado 

una imagen virtual o reconstruida. La luz emitida se recoge punto por punto en el 

fotomultiplicador, donde la señal analógica se convierte en digital y se muestra en un 

monitor. 

En general, los microscopios suelen disponer de múltiples fotomultiplicadores y un 

sistema óptico que permite la recolección de diferentes longitudes de onda en cada uno 

de ellos. De esta manera, es posible marcar y visualizar simultáneamente distintos 

componentes o antígenos celulares mediante el uso de fluorocromos. 

Las muestras de inmunofluorescencia procesadas durante esta Tesis Doctoral se 

visualizaron mediante el microscopio de barrido láser confocal Leica STELLARIS 8 

(Leica Microsystems) situado en la Sección de Microscopía (Edificio ACTI) de la UM 

(Figura 4.11). Este equipo incluye un láser diodo CV (405 nm) y destaca por su 

capacidad de utilizar un láser blanco WLL2 que permite una gran flexibilidad para las 

características de excitación de diferentes fluorocromos, con un rango de entre 440 y 

790 nm. Para el análisis de los resultados se utilizaron los programas informáticos LAS 

X Life Science (Leica Microsystems) e ImageJ (National Institute of Health). 

 

Figura 4.11. Microscopio de barrido láser confocal Leica STELLARIS 8 (Leica Microsystems). Imagen 

tomada en la Sección de Microscopía de la UM. 
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4.2.3.2. Microscopía electrónica 

La microscopía electrónica utiliza los mismos principios básicos que la microscopía 

óptica, pero en lugar de utilizar un haz de fotones, emplea un haz de electrones. Mientras 

que el poder de resolución de un microscopio óptico se limita a 0.2 μm debido a la 

longitud de onda de la luz, el microscopio electrónico tiene un poder de resolución de 

0.2 nm gracias a la longitud de onda más corta de los electrones, lo que permite estudiar 

la ultraestructura celular con mayor detalle. Existen dos tipos principales de microscopía 

electrónica, de transmisión y de barrido. 

En esta Tesis Doctoral se empleó la microscopía electrónica de transmisión para 

examinar los cambios morfológicos asociados a autofagia en las células sometidas a 

diversos tratamientos. Gracias a su alto poder de resolución, se detectaron diferencias 

en el número y tamaño de distintos componentes celulares (vacuolas, lisosomas, etc.). 

Microscopía electrónica de transmisión 

El microscopio electrónico de transmisión es capaz de observar la muestra mediante 

transiluminación (Figura 4.12). Para ello, se procesa y se corta la muestra en láminas 

ultrafinas de unos pocos nanómetros de grosor, las cuales se colocan en una rejilla de 

cobre. A continuación, se enfoca un haz de electrones sobre la muestra, donde parte de 

ellos son desviados, parte la atraviesan directamente y parte la atraviesan con diferentes 

grados de dispersión según el grosor y composición de la muestra. Estos electrones son 

modulados y dirigidos mediante un conjunto de lentes electromagnéticas para generar 

una imagen en diferentes intensidades de gris, que corresponden al grado de dispersión 

de los electrones incidentes. 

 

Figura 4.12. Microscopio electrónico de transmisión JEOL 1011. Tiene acoplado una cámara digital de alto 

contraste GATAN ORIUS SC200. Imagen tomada en el Servicio de Microscopía de la UM. 
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 INMUNOFLUORESCENCIA  

La técnica de inmunofluorescencia es utilizada para la identificación y visualización 

de diversos componentes, especialmente proteínas, en células o tejidos. Se basa en la 

detección de antígenos mediante el uso de anticuerpos que se han conjugado con 

fluoróforos. En muchas técnicas, se utiliza un segundo anticuerpo (anticuerpo 

secundario) que se une al primario. En este último caso, conocido como 

inmunofluorescencia indirecta, es el anticuerpo secundario el que está conjugado con 

un fluoróforo. A pesar de que añadir un segundo anticuerpo requiere de más pasos para 

procesar las muestras, en esta Tesis Doctoral se llevó a cabo la inmunofluorescencia 

indirecta, ya que nos permitió visualizar diferentes proteínas utilizando, en muchas 

ocasiones, los mismos anticuerpos primarios empleados en otras técnicas, como el 

Western blot, con el mismo anticuerpo secundario. Es decir, nos permitió estudiar ciertas 

proteínas con una mayor sensibilidad y un menor costo. 

Durante los ensayos de inmunofluorescencia, las células se cultivaron en 

cubreobjetos de cristal en una placa de 12 pocillos y se sometieron a los tratamientos 

elegidos. En el procesamiento primero se quitó el medio de cultivo y se realizaron dos 

lavados con PBS. Luego, las células se fijaron durante 10-15 minutos con 

paraformaldehído 4% a temperatura ambiente y se realizaron tres lavados con PBS para 

eliminar cualquier resto de fijador. Para el estudio de proteínas intracelulares, se llevó a 

cabo un proceso de permeabilización con el reactivo Triton-X100 al 0.2% en PBS 

durante 7 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se bloquearon las uniones 

inespecíficas con BSA al 5% en PBS durante 1-2 horas. Después de la incubación, se 

hicieron dos lavados con PBS y las células se incubaron en una cámara húmeda con el 

anticuerpo primario durante toda la noche a 4ºC y en oscuridad. Al día siguiente, las 

muestras fueron lavadas tres veces con PBS e incubadas con el anticuerpo secundario 

durante 2 horas en la cámara húmeda a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Transcurrido ese tiempo, se realizaron tres lavados con PBS y se procedió al montaje 

de las muestras. Las diluciones de los anticuerpos primario y secundario se prepararon 

en una solución de BSA al 5% en PBS. Los anticuerpos secundarios conjugados con 

fluoróforo que se utilizaron fueron los Alexa Fluor Dyes (Life Technologies), 488 y 633, 

que emiten respectivamente en la zona verde y roja del espectro electromagnético. En 

cuanto al montaje, cada cubreobjetos se puso en un portaobjetos con 14 μl de Prolong 

Gold Antifade (Invitrogen), un medio de montaje que incluye DAPI en su composición. 

El DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) es un colorante fluorescente que se adhiere 

fuertemente a las áreas ricas en pares de bases AT del ADN, lo que permite la 

visualización de los núcleos. Cuando se une al ADN de doble cadena, su máxima 
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excitación ocurre a una longitud de onda de 358 nm y su máxima emisión a 461 nm. Las 

preparaciones se dejaron secar en oscuridad y se visualizaron en el microscopio 

confocal Leica STELLARIS 8 de la Sección de Microscopía de la UM. 

 INMUNOHISTOQUÍMICA  

La inmunohistoquímica (IHQ) es una técnica que detecta antígenos en secciones de 

tejido utilizando anticuerpos específicos conjugados con marcadores para su detección. 

Al igual que en la inmunofluorescencia, se puede realizar una detección directa si el 

anticuerpo primario que reconoce el antígeno de interés está marcado o una detección 

indirecta si el anticuerpo secundario que reconoce al primero está marcado. En la IHQ, 

los anticuerpos utilizados se conjugan con la enzima peroxidasa, de forma que el 

revelado de las uniones antígeno-anticuerpo se lleva a cabo mediante la adición de un 

sustrato de peroxidasa que produce un producto coloreado que se puede cuantificar. En 

esta Tesis Doctoral, se empleó la IHQ para analizar muestras de pulmones y tumores 

de melanoma en ratón. Los pasos a seguir en esta técnica fueron: 

Fijación, inclusión en parafina y corte de las muestras de tejido 

Tras realizar los diferentes tratamientos en los ratones y su posterior biopsia, las 

muestras de tejido se fijaron con formaldehído al 10% durante 12 horas. El uso de 

líquidos fijadores asegura que las muestras mantengan su morfología y composición lo 

más parecido posible a su estado in vivo. El formaldehído produce enlaces cruzados 

entre proteínas, manteniendo así la estructura del tejido y evitando la degradación 

enzimática. Después de la fijación, las muestras se deshidrataron sumergiéndolas en 

soluciones de alcohol con concentraciones crecientes: 1 hora en etanol al 50%, 1 hora 

en etanol al 70%, dos etapas sucesivas de 1 hora en etanol al 96%, y otras dos de 1 

hora en etanol al 100%. Una vez deshidratadas, se llevó a cabo el proceso conocido 

como aclarado, donde las muestras se embebieron en una sustancia miscible con la 

parafina, xilol. Las muestras se sumergieron en dos fases sucesivas de xilol durante 1 

hora cada vez y, después, en otra de 1 hora en una mezcla de xilol y parafina líquida. 

Luego, las muestras se sumergieron en dos baños sucesivos de parafina líquida durante 

4 y 6 horas respectivamente, dentro de una estufa a 57-60ºC para garantizar que la 

parafina penetrara adecuadamente en todos los espacios intra e intercelulares. 

Finalmente, las muestras se introdujeron en moldes rectangulares con parafina fundida 

y se dejaron enfriar. Se obtuvieron cortes histológicos de 5 μm de grosor de cada molde 

utilizando un micrótomo. Los cortes se colocaron en portaobjetos con recubrimiento de 

polilisina y se dejaron adherir durante 2 horas en una estufa a 37ºC. En este paso, las 

muestras podían ser conservadas a temperatura ambiente y protegidas de la luz. 
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Desparafinado e hidratación 

Para ello, primero se delimitó el área de la muestra con un lápiz de punta de diamante 

para facilitar su correcta manipulación en etapas posteriores. El proceso de 

desparafinado se llevó a cabo sumergiendo los portaobjetos en tres baños de xilol 

sucesivamente, con una duración de 5 minutos cada uno. Posteriormente, las muestras 

fueron rehidratadas mediante la inmersión en soluciones de alcohol de concentración 

decreciente: 3 minutos en etanol al 100%, 3 minutos en etanol al 96%, 3 minutos en 

etanol al 70% y 3 minutos en agua. 

Desenmascaramiento antigénico 

La fijación de líquidos puede causar la formación de enlaces intracatenarios y/o entre 

distintas proteínas, lo que puede alterar la estructura tridimensional de los antígenos y 

dificultar su reconocimiento por los anticuerpos. Por lo tanto, es necesario un tratamiento 

que restaure la estructura original de los antígenos. El desenmascaramiento antigénico 

es el proceso por el cual se recupera la inmunorreactividad de los antígenos que han 

perdido esta propiedad debido al tratamiento de fijación. Se utilizan diferentes métodos 

de desenmascaramiento, como la aplicación de calor, el cambio de pH y el tratamiento 

con proteasas (por ejemplo, proteinasa K, tripsina, pepsina, etc.). Para desenmascarar 

nuestras muestras, se sumergieron en una solución de citrato sódico 10 mM a pH 6 y 

0.05% Tween-20 y se incubaron en un baño termostático a 100ºC durante 20 minutos. 

A continuación, las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente dentro del 

tampón citrato y se lavaron una vez con PBS en agitación durante 3 minutos. 

Inhibición de la actividad peroxidasa endógena 

Debido a que el proceso de revelado de las muestras depende de la actividad 

catalítica de la enzima peroxidasa sobre un sustrato cromogénico, es necesario inhibir 

cualquier actividad peroxidasa intrínseca que pueda estar presente en el tejido, para 

evitar una tinción no específica. Para lograr esto, se incubaron las muestras en una 

solución de H2O2 al 3% en metanol a temperatura ambiente y protegidas de la luz 

durante 20 minutos. El uso de una alta concentración de peróxido de hidrógeno puede 

provocar una inhibición por exceso de sustrato de la peroxidasa. Después, las muestras 

se lavaron primero una vez con PBS y luego una vez con PBS-T, ambos lavados en 

agitación y durante 5 minutos. PBS-T es una solución de PBS que contiene un 0.05% 

de Tween-20 (v/v). 
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Bloqueo de uniones inespecíficas 

Al igual que en muchas técnicas de detección inmunológica, en la IHQ se lleva a cabo 

un proceso de bloqueo para evitar uniones inespecíficas antes de la incubación con los 

anticuerpos. Para esto, las muestras se incubaron en una solución de BSA al 5% en 

PBS durante 1 hora a temperatura ambiente en una cámara húmeda. A continuación, 

las muestras fueron lavadas dos veces con PBS-T en agitación y a temperatura 

ambiente. 

Incubación con el anticuerpo primario 

Después del bloqueo, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario durante 

toda la noche a una temperatura de 4ºC en una cámara húmeda. Para ello, se preparó 

una solución del anticuerpo, a una concentración específica para esta técnica, utilizando 

BSA al 1% en PBS. Los controles negativos fueron incubados en una solución de PBS 

al 1% de BSA sin la presencia del anticuerpo. 

Incubación con el anticuerpo secundario 

Al día siguiente, tras la incubación del anticuerpo primario, las muestras fueron 

lavadas dos veces en agitación con PBS-T durante 5 minutos en cada lavado. A 

continuación, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo secundario durante 2 

horas a temperatura ambiente en una cámara húmeda, seguido de dos lavados de 5 

minutos cada uno con PBS-T. En este caso, se preparó una solución de dilución de 

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa utilizando BSA al 1% en PBS.  

Revelado 

Para realizar el revelado de las muestras se preparó una solución formada por PBS, 

3,3'-diaminobencidina (DAB) y H2O2. Por ejemplo, para preparar 45 ml de esta mezcla 

se utilizaron 30 mg de DAB, 36 µl de H2O2 y se completó hasta 45 ml con PBS. La 

oxidación del DAB produce un color pardo-anaranjado. Las muestras fueron incubadas 

en esta solución durante 1-10 minutos, hasta que se observó la aparición de color en 

las muestras. Posteriormente, con el fin de evaluar la intensidad del marcaje, las 

muestras fueron lavadas con PBS y se observaron al microscopio óptico. 

Tinción con hematoxilina y eosina 

Para llevar a cabo el estudio por la técnica de IHQ, las muestras fueron procesadas 

por duplicado, lo que significa que se obtuvieron dos secciones consecutivas de la 

misma muestra, cada una con un grosor de 5 μm. Por un lado, en una de las secciones 

se realizó el montaje directamente después del revelado, con el fin de cuantificar la señal 
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de DAB sin interferencia de otros colorantes. La otra sección, tras el revelado, se 

sometió a tinción con hematoxilina-eosina para aumentar el contraste y facilitar la 

visualización de la estructura del tejido al microscopio. Para ello, las muestras se 

sumergieron en hematoxilina de Mayer durante 10 minutos y luego se lavaron con agua 

para quitar el exceso de colorante. A continuación, se introdujeron en eosina durante 30 

segundos y se lavaron con etanol al 70% para eliminar el exceso de colorante. La 

hematoxilina es un colorante catiónico o básico que tiñe de azul violáceo las estructuras 

ácidas (basófilas), como los núcleos celulares. La eosina es un colorante aniónico o 

ácido que tiñe de color rosado las estructuras básicas (acidófilas), como los citoplasmas. 

Deshidratación y montaje 

Los duplicados de las muestras fueron sometidos a un proceso de deshidratación y 

posterior aclaramiento mediante la incubación sucesiva en etanol 70%, etanol 96%, 

etanol 100% y xilol, durante 3 minutos en cada etapa. Se dejaron secar las muestras, 

se añadieron 3 gotas de medio de montaje DPX a cada portaobjetos con su muestra y 

se colocaron los respectivos cubreobjetos. Las muestras fueron almacenadas a 

temperatura ambiente para su posterior análisis al microscopio óptico. 

Cuantificación de la señal 

Para llevar a cabo la cuantificación de las señales se tomaron imágenes electrónicas 

de cada portaobjetos utilizando el escáner de portas microscópicos SCN400F (Leica 

Microsystems). La cuantificación adecuada y precisa de la tinción generada por la 

oxidación del DAB necesita de un protocolo diferente al utilizado en la densitometría 

tradicional. El producto de reacción del DAB no muestra una absorbancia de luz 

verdadera y no cumple la ley de Lambert-Beer. En cambio, este cromógeno presenta 

diferentes espectros de "absorción" a diferentes intensidades de tinción. Esto supone 

un desafío al evaluar cuantitativamente las tinciones inmunohistoquímicas, por lo que 

se han desarrollado métodos como el "factor de intensidad recíproca" para abordar esta 

cuantificación, el cual fue utilizado para el estudio de nuestras muestras. 

Para ello, las imágenes se analizaron con el programa ImageJ. Se definieron varias 

regiones de interés (ROI, region of interest) con el mismo tamaño en la zona de estudio 

de las muestras tratadas y no tratadas con el fin de obtener la intensidad integrada de 

la señal de tinción. Esta señal se normalizó considerando la intensidad promedio de la 

señal de fondo (BMI, background mean intensity). Así, el factor de intensidad recíproca 

del cromógeno (CRIF, chromogen reciprocal intensity factor) se calculó con la fórmula:  

𝐶𝑅𝐼𝐹 = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙 − (Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑅𝑂𝐼 × 𝐵𝑀𝐼) 
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 CITOMETRÍA DE FUJO 

La citometría de flujo es una técnica biofísica que posibilita el análisis de diversas 

características y procesos de células individuales o partículas en suspensión. La 

citometría de flujo se fundamenta en el uso de un dispositivo compuesto por un sistema 

de fluidos, un sistema láser, detectores electrónicos, convertidores de señal analógico-

digitales y un ordenador. El citómetro de flujo se caracteriza por la capacidad de alinear 

las células o partículas de forma secuencial, una a una, a medida que atraviesan un fino 

hilo de líquido, así como por la posibilidad de hacer incidir uno o varios láseres de 

manera individual sobre estas células o partículas. 

La citometría de flujo permite analizar cada partícula según la dispersión de luz visible 

o la presencia de sondas fluorescentes. En la caracterización de las partículas, se 

utilizan varios detectores como el detector FSC (forward scatter) que mide la dispersión 

frontal de la luz y determina el tamaño, así como el detector SSC (side scatter) que mide 

la dispersión lateral de la luz y da información sobre la complejidad. Además, hay uno o 

más detectores de fluorescencia (también llamados fotomultiplicadores) que permiten 

una cuantificación y análisis más detallados gracias al marcaje de las muestras de 

interés para que emitan fluorescencia en diferentes longitudes de onda y puedan ser 

clasificadas de forma individual. Hay varias formas de lograr esto, siendo las más 

comunes la transfección de las células con proteínas fluorescentes, como la proteína 

verde fluorescente o GFP (green fluorescent protein), así como el uso de sondas 

fluorescentes o el marcado con anticuerpos conjugados a estas sondas. 

Una vez que la señal de fluorescencia y dispersión de luz ha sido capturada por los 

detectores, se integra mediante convertidores analógico-digitales y se transmite al 

ordenador. De esta manera, el usuario puede analizar y representar los resultados 

utilizando un programa de análisis de datos. Las dos opciones principales de representar 

los datos obtenidos por citometría de flujo son mediante un diagrama de puntos o "dot 

plot" y/o mediante un histograma (Figura 4.13). En la primera, una variable (como el 

tamaño, la granularidad o la fluorescencia) se representa en el eje de abscisas y otra en 

el eje de ordenadas. Cada punto en el gráfico corresponde a los valores x e y de cada 

partícula. En la segunda forma, se representa una variable en el eje de abscisas y el 

número de partículas en el eje de ordenadas. Es importante destacar la flexibilidad de 

análisis que ofrece la citometría de flujo, ya que posibilita la selección de poblaciones 

celulares específicas (conocido como "gating" en inglés) y su análisis por separado. 
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En esta Tesis Doctoral se empleó la citometría de flujo para analizar el ciclo celular, 

la expresión de marcadores intracelulares y la expresión de marcadores de membrana 

tanto en células de melanoma como en células del sistema inmunitario. 

 

Figura 4.13. Diagrama de puntos o “dot plot” con un doble marcaje (izquierda) e histograma que representa 

la intensidad de fluorescencia de un determinado marcador (derecha). FSC: dispersión frontal de la luz, 

SSC: dispersión lateral de la luz. Imágenes adaptadas de Cell Signalling Tecnology.  

 

4.2.6.1. Análisis de marcadores mediante citometría de flujo 

En el análisis de marcadores, las células fueron tratadas con tripsina y posteriormente 

lavadas con PBS. En función del objeto de estudio, proteínas de membrana o proteína 

intracelulares, se llevará a cabo un procesamiento distinto de las muestras. Además, 

también pueden producirse pequeñas variaciones en los protocolos debido al tipo de 

muestra y de marcador que se quiere estudiar. En general, los pasos que se siguieron 

fueron: procesamiento y tinción de proteínas, adquisición de células y análisis de datos. 

1a. Procesamiento y tinción de proteínas intracelulares (con permeabilización) 

Este protocolo fue utilizado para procesar aquellas muestras en las que nos 

interesaba analizar y cuantificar proteínas intracelulares, así como la fracción total de 

aquellas proteínas que se expresaban tanto dentro de la célula como a nivel de 

membrana. Para ello, se llevó a cabo un protocolo que permitió la permeabilización de 

las células. Primero se realizó la tripsinización de las muestras celulares, se lavaron una 

vez con PBS, mediante centrifugación a 1400 rpm durante 4 minutos, y se cogieron 

1x106 células. A continuación, se llevó a cabo la fijación y permeabilización de las células 

con metanol 100% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 

realizó un bloqueo de posibles uniones inespecíficas durante 5 minutos con el tampón 

de incubación (IB, incubation buffer), formada por BSA al 0,5% en PBS.  
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Transcurrido este tiempo, se lavaron las células con el mismo IB durante 4 minutos 

a 2000 rpm y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo 

primario correspondiente a la concentración indicada en cada caso. Luego, se lavaron 

las muestras con el IB durante 2 minutos a 4000 rpm para quitar el exceso de anticuerpo 

que no quedó unido y se incubaron con el adecuado anticuerpo secundario conjugado 

con fluorocromo durante 30 minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz. 

Finalmente, las células se lavaron con el IB durante 4 minutos a 2000 rpm y se 

resuspendieron en PBS para su posterior adquisición. Los anticuerpos utilizados en este 

trabajo fueron disueltos en el IB a la concentración indicada en cada caso. 

1b. Procesamiento y tinción de proteínas de membrana (sin permeabilización) 

En este protocolo se llevaron a cabo algunas variaciones en función de las muestras 

de estudio. Para evaluar y cuantificar ciertas proteínas de membrana en las células de 

melanoma se utilizó un procesamiento diferente al empleado para identificar y cuantificar 

las células del sistema inmune. 

Por un lado, para el estudio de proteínas de membrana, las células fueron 

tripsinizadas y lavadas con PBS frío durante 5 minutos a una velocidad de centrifugación 

de 1400 rpm y una temperatura de 4ºC. Se cogieron 1x106 células para cada condición 

experimental y se fijaron con paraformaldehído a 4ºC durante 10 minutos. A 

continuación, se lavaron las células con PBS durante 5 minutos a 1400 rpm y se 

incubaron durante 10-15 minutos con el IB a temperatura ambiente. A continuación, las 

muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario correspondiente durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se llevó a cabo un lavado 

con el IB y la incubación con el pertinente anticuerpo secundario conjugado con 

fluorocromo durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Por último, las 

células fueron lavadas con el IB durante 4 minutos a 2000 rpm y resuspendidas en PBS 

para su posterior adquisición. Los anticuerpos empleados fueron disueltos en el IB a la 

concentración indicada en cada caso. 

Por otro lado, en el estudio de las células del sistema inmune obtenidas a partir de 

los bazos y/o sangre de los experimentos con ratones, el procesamiento fue diferente. 

Una vez extraídos los leucocitos del bazo y lavados con SBF al 4% en PBS, o bien 

directamente de las muestras de sangre, se tomaron alícuotas para añadir la solución 

Türk y conocer el número de leucocitos totales. El reactivo Türk (de Kanalvet) contiene 

ácido acético para hemolizar los eritrocitos y a la vez permite teñir los leucocitos. A 

continuación, cogemos 500000 células y las llevamos a un volumen de 100 µl de SBF 

al 4% en PBS para añadir la cantidad de anticuerpo correspondiente e incubar durante 
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15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. En este caso, los anticuerpos que 

se utilizaron ya estaban conjugados con fluorocromos, por lo que no se necesitaba de 

un segundo anticuerpo. Transcurrido ese tiempo, se realizó una incubación con BD-

FACS lysis solution (Becton Dickinson) a una concentración de 1X, temperatura 

ambiente, protegida de la luz y por un tiempo de 5 minutos. Esta solución de lisis ha sido 

desarrollada específicamente para lisar los glóbulos rojos y fijar los leucocitos tras la 

tinción directa de inmunofluorescencia en células sanguíneas periféricas humanas 

utilizando anticuerpos monoclonales, como paso previo al análisis mediante citometría 

de flujo. Con respecto al volumen de esta solución de lisis, se añadieron unos 3 ml para 

las muestras procedentes de 1 ml de sangre (mayor contenido de eritrocitos), mientras 

que para las células obtenidas de dos bazos fue suficiente con 700 µl. Luego, se 

realizaron dos lavados de las células con SBF al 4% en PBS para eliminar tanto el 

exceso de anticuerpo como la solución de lisis mediante centrifugación a 1500 rpm de 

5 minutos cada lavado. Finalmente, las células se resuspendieron en PBS y se 

guardaron a 4ºC para su posterior evaluación en el citómetro.  

Adquisición de células en el citómetro de flujo 

Para evaluar y analizar el marcaje de las muestras utilizadas en esta Tesis Doctoral, 

se utilizaron los citómetros de flujo FACSCalibur Cell-Quest (Becton Dickinson) y BD 

LSRFortessa X-20 (Becton Dickinson), situados en la SCT de los edificios del ACTI y 

del LAIB, respectivamente (Figura 4.14). El primer citómetro permite analizar hasta 6 

parámetros diferentes, ya que está equipado con un láser de argón que emite luz a una 

longitud de onda de 488 nm, y cuenta con cuatro detectores de fluorescencia, 

etiquetados como FL1, FL2, FL3 y FL4. En cambio, el citómetro LSRFortessa X-20 

cuenta con una configuración óptica de alta calidad que incluye hasta cinco láseres 

diferentes, lo que permite el estudio de un mayor número de parámetros, pudiendo llegar 

hasta 20. Debido a su capacidad de detección multiparamétrica y, sobre todo, a su 

configuración óptica flexible el citómetro LSRFortessa X-20 se utilizó principalmente 

para la evaluación de las células del sistema inmune, ya que permitió analizar varios 

marcadores en cada célula de forma simultánea y sin interferencias. 

 

 

 

 

 



Técnicas e instrumentación  Román Martí Díaz 

154 
 

 

   

Figura 4.14. Citómetros de flujo FACSCalibur Cell-Quest (izquierda) y BD LSRFortessa X-20 (derecha). 

Imágenes tomadas en la Sección de Cultivo de Tejidos de la UM. 

 

Análisis de los datos obtenidos en el citómetro de flujo 

Los datos fueron analizados utilizando los programas informáticos Cell-Quest Pro 

(BD Biosciences) y FACSDiva (BD Biosciences). Estos programas proporcionan 

herramientas para realizar análisis de datos avanzados, como la generación de 

histogramas, la determinación de subpoblaciones celulares y la representación gráfica 

de los resultados. 

4.2.6.2. Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo 

La técnica de citometría de flujo también se utiliza para determinar la cantidad de 

ADN presente en una célula, lo que a su vez proporciona información sobre la fase del 

ciclo celular en la que se encuentra. Para ello, se utiliza el yoduro de propidio (PI, 

propidium iodide), un colorante fluorescente que se une de manera proporcional al ADN. 

La cantidad de colorante unido refleja la cantidad de ADN en las células analizadas. En 

este sentido, las células en fase G2 o M presentan una fluorescencia duplicada en 

comparación con las células en fase G0 o G1. Por otro lado, las células en fase S 

muestran una fluorescencia intermedia entre las células en fase G0/G1 y G2/M. 

Además, la fase subG0/G1 indica que las células tienen una cantidad de ADN inferior a 

las células en fase G0/G1, y se asocia comúnmente con células muertas o apoptóticas 

(Figura 4.15). 

Así pues, para los estudios realizados sobre el ciclo celular, primero se tripsinizaron 

las células y se resuspendieron 1x106 células en un volumen de 200 μl de PBS a 4ºC. 

A continuación, se añadieron 750 μl de etanol 100% a las muestras y se incubaron 

durante 1 hora en hielo. Transcurrido ese tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 

una velocidad de 2000 rpm durante 4 minutos y se resuspendieron en 250 μl de una 
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mezcla formada por varios reactivos. Esta mezcla contenía yoduro de propidio a una 

concentración final de 50 μg/ml, ARNasa A a 0.1 mg/ml y Triton-X100 al 0.05%, disueltos 

en PBS. La ARNasa A se utiliza para digerir el ARN presente en las muestras y evitar 

su unión al PI, lo que podría generar una señal falsa durante el análisis. El Triton-X100 

es un detergente no iónico empleado para desnaturalizar membranas celulares, lo que 

facilitaría la entrada del PI a la célula. Las muestras se incubaron durante 40 minutos a 

37ºC protegidas de la luz. Después, se añadieron 750 μl de PBS a las muestras, se 

centrifugaron a 2000 rpm 2 minutos y se resuspendieron en 250 μl de SBF 5% en PBS. 

Por último, se llevó a cabo el análisis de las muestras tras su adquisición en el citómetro 

de flujo. 

 

Figura 4.15. Histograma representativo de las diferentes fases del ciclo celular después de la tinción con 

yoduro de propidio. Imagen adaptada de Nexcelom Bioscience. 

 

 ANÁLISIS DEL METABOLISMO CELULAR 

El dispositivo Seahorse XFe96 Analyzer (Figura 4.16) es una potente herramienta 

que permite medir y registrar en tiempo real la tasa de consumo de oxígeno (OCR, 

oxygen consumption rate), la tasa de salida de protones (PER, proton efflux rate) o la 

tasa de acidificación extracelular (ECAR, extracellular acidification rate), así como las 

tasas de producción de ATP de células vivas en placas de 96 pocillos. Las tasas de 

OCR, PER o ECAR y producción de ATP son indicadores importantes del metabolismo 

energético y proporcionan información vital sobre la salud mitocondrial, toxicidad, 

glucólisis y la función general de las células. En conjunto, estas mediciones 

proporcionan una visión a nivel de sistema de la función metabólica celular en células 

cultivadas y muestras ex vivo. 
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Figura 4.16. Dispositivo Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent Technologies). Imagen tomada en la Sección 

de Cultivo de Tejidos de la UM. 

 

En esta Tesis Doctoral se utilizó el kit Glycolytic Rate Assay de Agilent Technologies 

para determinar la medida de glucólisis de las células bajo diferentes condiciones 

experimentales. Este kit está basado en la conversión de glucosa en lactato, lo que 

origina una producción neta y salida de protones al medio extracelular (Figura 4.17). 

El ensayo comienza incubando las células en el Seahorse XF Glycolytic Rate Assay 

Medium, el cual contiene sustratos como glucosa, glutamina y piruvato, además de un 

tampón HEPES. Durante esta etapa, se registran las tasas basales de consumo de 

oxígeno durante tres períodos de medición para establecer una referencia. Luego, se 

realiza la primera inyección de Rotenona y Antimicina A (Rot/AA), que son inhibidores 

de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Figura 4.17). Estos inhibidores 

reducen el consumo de oxígeno mitocondrial y, por consiguiente, la producción de 

protones derivados del CO2. Esto permite evaluar el impacto de la función mitocondrial 

en el metabolismo celular. La segunda inyección consiste en 2-deoxi-D-glucosa (2-DG), 

un análogo de la glucosa que actúa como un inhibidor de la glucólisis. El 2-DG se une 

de manera competitiva a la enzima glucosa hexoquinasa, que es la primera enzima de 

la vía glucolítica. Al inhibir la glucólisis, se observa una disminución en PER. Esto 

confirma de manera cualitativa que la PER producida antes de la inyección se debe 

principalmente a la actividad de la glucólisis (Figura 4.17). Así, este ensayo permite 

obtener información valiosa sobre la contribución de la función mitocondrial y la 

glucólisis en el metabolismo celular, permitiendo un análisis más completo de la vía 

metabólica y sus implicaciones en diferentes condiciones experimentales. 
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Figura 4.17. Fundamento del ensayo empleado para la medida de glucólisis celular. Se muestra un 

esquema que indica el lugar de acción de los diferentes inhibidores empleados (izquierda) y el perfil de la 

gráfica obtenida a partir de la medida de la producción de protones (derecha). 2-DG: 2-deoxi-D-glucosa. 

Imágenes traducidas del protocolo del kit Glycolytic Rate Assay (Agilent Technologies).  

 

Para realizar este ensayo se necesitaron tres días. El primer día se sembraron las 

células en la microplaca de cultivo celular Agilent Seahorse XF a una densidad 

predeterminada, utilizando el medio de cultivo celular adecuado. Se recomienda una 

densidad celular de 70-90% de confluencia para el día del ensayo. En el siguiente día, 

las células fueron sometidas al tratamiento pertinente y se encendió el analizador 

Seahorse XFe96 para permitir que alcanzara la temperatura de estabilización. 

Asimismo, se dejó hidratar con agua destilada un cartucho sensor suministrado por 

Agilent Technologies durante la noche en un incubador a 37ºC sin CO2, siguiendo el 

procedimiento básico indicado. El día del ensayo, se eliminó el agua del cartucho sensor 

y se incubó con el reactivo calibrador de Agilent Technologies durante 1-2 horas en un 

incubador a 37ºC sin CO2. Mientras tanto, se preparó el medio de ensayo Agilent 

Seahorse Glycolytic rate. Para ello, se utilizó el medio DMEM o RPMI suministrado por 

Agilent Technologies con pH 7.4, suplementados con 1 mM de piruvato, 2 mM de 

glutamina y 10 mM de glucosa. Además, el medio de ensayo se puso a 37ºC en un baño 

de agua. Una vez que el medio de ensayo estaba en las condiciones óptimas, se 

sustituyó el medio de cultivo de las células por el medio de ensayo y se incubó la 

microplaca 1 hora en un incubador a 37ºC sin CO2. En este tiempo se procedió al 

cargado del cartucho sensor con los inhibidores correspondientes. En este sentido, se 

añadieron 20 µl de Rot/AA en el puerto A y 22 µl de 2-DG en el puerto B, cuyas 

concentraciones por pocillo fueron 0.5 µM y 50 mM respectivamente. El uso de dos 

puertos diferentes permitió que se realizaran dos inyecciones de forma secuencial. Para 

la normalización de los resultados se utilizó una concentración de 2.5 µM en cada pocillo 
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de reactivo de Hoechst. Para ello, se añadieron 3 µl de una solución madre de 25 mM a 

los 3 ml del reactivo 2-DG, ya que fue el inhibidor utilizado en el último puerto de 

inyección del ensayo. Transcurrido el tiempo de incubación de las células con el medio 

de ensayo, se sustituyó el medio por 180 µl de medio de ensayo fresco. A continuación, 

se colocó el cartucho sobre la microplaca con las células y se introdujo en el Seahorse 

XFe96 Analyzer para comenzar el análisis. Finalmente, después de 30 minutos de la 

última lectura del analizador, se realizó la lectura de la microplaca en el lector de placas 

FLUOstar Omega en las condiciones adecuadas para obtener la información 

correspondiente a la tinción de Hoechst necesaria para la normalización de los 

resultados. Los datos fueron evaluados mediante el programa informático específico 

conocido como Agilent Seahorse Analytics que incluye flujos de trabajo estandarizados 

y herramientas de análisis de datos avanzadas.  

 ENSAYOS DE LUCIFERASA 

Los ensayos de luciferasa son ampliamente utilizados en investigaciones biológicas 

y bioquímicas para estudiar diversos procesos y fenómenos. Se emplean como una 

herramienta para cuantificar la actividad de promotores, elementos de respuesta, 

factores de transcripción y otras proteínas regulatorias en estudios de expresión y 

regulación génica. El principio fundamental de estos ensayos radica en la medida de 

bioluminiscencia como producto de una reacción química específica catalizada por una 

enzima luciferasa. Estas enzimas se fusionan con secuencias reguladoras de genes de 

interés, como promotores o elementos de respuesta, lo que permite cuantificar la 

actividad de estos elementos en células o sistemas biológicos. 

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos (10000 células por pocillo) y 

transfectadas utilizando Fugene 6 (Promega) mediante una dilución 1:3 de ADN (µg) y 

Fugene (µl) respectivamente. Para la transfección se usó Opti-MEM como medio de 

transfección. Primero se mezcló la cantidad adecuada de Fugene y Opti-MEM y se 

incubó unos 5 minutos a temperatura ambiente. Después, se añadió la cantidad 

necesaria de esta mezcla a los plásmidos adecuados para cada condición experimental 

manteniendo la relación 1:3 de ADN y Fugene y se incubó durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se agregaron 5 µl de la mezcla de 

transfección a cada pocillo. Transcurridas 48 horas desde la transfección se llevó a cabo 

la medida de expresión de luciferasa. Para ello, se usó el reactivo LightSwitch Luciferase 

Assay Reagent LS010 de SwitchGear Genomics, siguiendo las instrucciones 

proporcionadas. En primer lugar, se preparó el medio de ensayo, el cual estaba formado 

por una mezcla de sustrato y tampón de lisis. Por cada 1 ml de tampón de lisis se 
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necesitaron 10 µl de sustrato.  A continuación, se retiró el medio de cultivo de las células 

y se añadieron 100 µl de medio de ensayo a cada pocillo. Las células se lisaron durante 

30 minutos a temperatura ambiente con agitación y en oscuridad. Luego, se transfirió 

todo el volumen del pocillo a una placa de 96 pocillos de fondo blanco adecuada para 

realizar la lectura la actividad de la luciferasa por triplicado mediante el lector de placas 

FLUOstar Omega (BMG Labtech). 

El plásmido del promotor de ADAM10 (RenSP, #S722690), así como el promotor 

vacío (#S790005) utilizado como control, ambos combinados con el gen de expresión 

para luciferasa, fueron obtenidos de la colección The LightSwitch Promoter Reporter 

GoClone de SwitchGear Genomics. Para la expresión de MITF, se utilizaron diferentes 

cantidades del plásmido pCMV14-3×FLAG-MITF, el cual fue generado clonando el 

ADNc de MITF-M en el vector p3xFLAG-CMV-14 de Merck Millipore. 

Para generar el mutante del plásmido promotor de ADAM10 junto con el gen de 

expresión de luciferasa, se utilizó el plásmido anterior (RenSP, #S722690) como molde, 

realizando una mutación específica en la secuencia de unión de MITF (E-Box), 

cambiando CACGTG por CTGGTG. Estas mutaciones puntuales fueron introducidas 

utilizando el kit QuikChange II Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies), 

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.4.11. GENERACIÓN DE PLÁSMIDOS 

MUTANTES. 

 MEDIDA DE LA GLUCOSA INTRACELULAR 

El ensayo Glucose Uptake-Glo (Promega) es una técnica no radiactiva que utiliza la 

detección de 2-deoxi-D-glucosa-6-fosfato (2DG6P) para medir la captación de glucosa 

por parte de las células. Al añadir 2-deoxi-D-glucosa (2DG) a las células, esta se 

transporta a través de la membrana y se fosforila de manera similar a la glucosa. Sin 

embargo, el 2DG6P, a diferencia de la glucosa-6-fosfato (G6P), no puede ser modificado 

por las enzimas que trabajan con el G6P. Como resultado, el 2DG6P, que no puede 

atravesar la membrana, se acumula dentro de la célula. Después se elimina cualquier 

NADPH presente en las células y se añade la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G6PDH) para que oxide el 2DG6P, reduciendo simultáneamente el NADP+ a NADPH. 

Este NADPH es utilizado por la reductasa suministrada para convertir el sustrato de 

proluciferina en luciferina, que a su vez será empleado como sustrato por la enzima 

luciferasa para generar una señal luminiscente proporcional a la concentración de 

2DG6P. De esta manera, se puede determinar la cantidad de glucosa que ha sido 

captada por las células en estudio (Figura 4.18). 
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Figura 4.18. Esquema del ensayo empleado para medir la captación de glucosa por parte de las células. 

2DG: 2-deoxi-D-glucosa, 2DG6P: 2-deoxi-D-glucosa-6-fosfato, G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 

Imagen adaptada del protocolo del kit Glucose Uptake-Glo (Promega).  

 

Para llevar a cabo el ensayo, las células fueron cultivadas y tratadas en placas de 96 

pocillos. Primero, se lavaron con 100 μl PBS para eliminar cualquier resto de glucosa 

presente en el medio de cultivo. A continuación, se añadieron 50 μl de una solución de 

2DG preparada a una concentración de 1 mM por pocillo. Se agitó brevemente e incubó 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de esta incubación, se añadieron 

25 μl de un tampón de parada para lisar el NADPH de la célula y se agitó brevemente. 

Luego, se añadieron 25 μl de un tampón de neutralización y se agitó de nuevo. 

Seguidamente, se añadieron 100 μl de la mezcla de detección, la cual fue preparada 

justo antes de realizar el ensayo y contenía las enzimas G6PDH, reductasa y luciferasa, 

el cofactor NADP+ y el sustrato de proluciferina. Las células fueron incubadas con este 

reactivo de detección durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Finalmente, se utilizó el lector de placas FLUOstar Omega (BMG Labtech), configurando 

una integración de 0.3 a 1 segundo, para registrar la señal de luminiscencia. 

 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 

Los ensayos de citotoxicidad desempeñan un papel clave en el estudio de la función 

de las células efectoras del sistema inmune, como los linfocitos T citotóxicos y las 

células NK. Entre ellos, destaca el ensayo de liberación de cromo 51 (51Cr), que permite 

identificar las células tumorales diana con este radioisótopo. Así, cuando las células 

diana son eliminadas por los linfocitos T citotóxicos o las células NK, el 51Cr se libera al 

medio, lo que permite evaluar el nivel de citotoxicidad inducido por las células efectoras.  
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En esta Tesis Doctoral se utilizó el ensayo de liberación de 51Cr con el fin de evaluar 

la capacidad de las células NK, obtenidas a partir de los bazos de ratones tanto atímicos 

como C57BL/6, para eliminar células tumorales. Además, como control positivo de la 

actividad citotóxica, se utilizaron las células de linfoma de ratón YAC-1. 

El día anterior al ensayo, se procedió al marcaje de las células tumorales diana en 

placas de 96 pocillos, así como al aislamiento de las células NK a partir de bazos de 

ratones tratados con diferentes condiciones. Por un lado, se contaron las células diana 

y se calculó el número de células necesario para sembrar una concentración de 5000-

7000 células por cada 100 µl de medio de cultivo por pocillo. A continuación, se 

añadieron 100 µCi de 51Cr por cada 106 células. Después, se distribuyeron 100 µl de la 

suspensión celular en cada pocillo y se incubó toda la noche a 37ºC, 95% de humedad 

y 5% de CO2. Por otro lado, como se describe más adelante (apartados 4.3.6.1. 

Separación de células mononucleares por centrifugación isopícnica y 4.3.7. 

AISLAMIENTO DE CÉLULAS NK), se llevó a cabo la separación de las células 

mononucleares mediante el uso del Histopaque-1077 por centrifugación isopícnica y el 

posterior aislamiento de las células NK utilizando el kit Mouse NK Cell Isolation II de 

Miltenyi Biotech. Estas células efectoras inmunitarias fueron activadas añadiendo 200 

unidades/ml de IL-2 (Thermo-Fisher) durante 24 horas. 

El día del ensayo, se lavaron las células tumorales diana dos veces con 200 µl de 

PBS y tras el último lavado, se dejaron en 100 µl de medio de cultivo completo. Sobre 

estas células diana marcadas con 51Cr, se añadieron las células efectoras utilizando 

proporciones variables efector/diana manteniendo el volumen constante. A 

continuación, se realizó una centrifugación de 1 minuto a 100 × g para que las células 

efectoras se desplazaran al fondo del pocillo y se pusieran en contacto con las células 

diana. Se dejaron incubar durante 4 horas a 37ºC con 95% de humedad y 5% de CO2. 

Para calcular la liberación máxima y espontánea de 51Cr, las células diana se mezclaron 

con Triton-X100 al 2% en PBS o con medio, respectivamente. Transcurrido el tiempo de 

co-cultivo, se centrifugó la placa a 200 × g durante 2 minutos y se transfirieron 100 µl de 

sobrenadante a una placa nueva de 96 pocillos. A continuación, se añadieron 100 µl del 

cóctel de centelleo a cada pocillo y se cuantificó la radiactividad utilizando el contador 

de centelleo gamma Wizard2 2480 de Perkin Elmer (Figura 4.19). La actividad citotóxica 

específica (%) de las células efectoras (liberación de 51Cr) se calculó utilizando la 

siguiente fórmula:  

𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 − 𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑛𝑡á𝑛𝑒𝑎

𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 − 𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑛𝑡á𝑛𝑒𝑎
× 100  
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Figura 4.19. Contador de centelleo gamma Wizard2 2480 de Perkin Elmer. Imagen tomada en la Sección 

de Radioprotección y Residuos de la UM. 
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4.3. TÉCNICAS BIOQUÍMICAS 

 DETECCIÓN DE CONTAMINACIONES POR MICOPLASMA  

La detección rápida y sencilla de la contaminación por micoplasma en cultivos 

celulares se llevó a cabo mediante el uso del kit MycoAlert Mycoplasma Detection. Estos 

ensayos bioquímicos selectivos, desarrollados por Lonza, permiten identificar la 

presencia de micoplasmas en los cultivos celulares. Estas pruebas se basan en la 

actividad enzimática propia de los micoplasmas. Los micoplasmas viables presentes en 

el sobrenadante del cultivo celular, se lisarán y las enzimas micoplasmáticas liberadas 

reaccionarán con el sustrato del kit. Esta reacción catalizará la conversión de ADP en 

ATP. A continuación, el ATP generado se transformará en una señal luminosa mediante 

la acción de la enzima luciferasa presente en el reactivo del kit. Al medir el nivel de ATP 

en la muestra antes de la adición del sustrato (lectura A) y después de su adición (lectura 

B), se podrá determinar una proporción que indicará la presencia o ausencia de 

micoplasma en la muestra. 

De forma periódica se utilizó el kit MycoAlert Mycoplasma Detection con el fin de 

detectar lo antes posible cualquier contaminación por micoplasmas en los cultivos 

celulares. Para ello, antes de realizar el subcultivo de las células, se cogieron unos 2 ml 

de medio y se centrifugó a 200 × g durante 5 minutos. A continuación, se transfirieron 

50 µl del sobrenadante a una placa de 96 pocillos de fondo blanco. Se cogieron varias 

alícuotas para tener triplicados de la medida. Además, se utilizaron 50 µl de los reactivos 

incorporados en el kit como controles negativos y positivos. Luego, se añadieron 50 µl 

del reactivo del kit a cada pocillo y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente 

y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se tomó la primera lectura de luminiscencia 

utilizando un lector de placas. Seguidamente, se agregaron 50 µl del sustrato del kit y 

se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Después, se tomó 

la segunda medida de luminiscencia y se calculó la relación obtenida entre la segunda 

medida y la primera. Si la relación es menor de 1, la prueba se considera negativa en 

contaminación por micoplasmas, mientras que si la relación es mayor de 1 se considera 

positiva. 

 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE BRADFORD 

El método de Bradford es una técnica colorimétrica que se utiliza para cuantificar 

proteínas. El reactivo que se emplea para este proceso se conoce comúnmente como 

"Reactivo de Bradford", y se prepara utilizando como colorante el Coomassie Brilliant 

Blue G-250. Este colorante tiene un carácter hidrofóbico que le permite incorporarse al 
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interior de las proteínas y generar un intenso color azul que puede medirse mediante 

espectrofotometría. Por tanto, el método de Bradford se basa en la interacción entre el 

colorante hidrofóbico y las proteínas, lo que significa que la presencia de contaminantes 

en la muestra, como los detergentes, pueden influir en la sensibilidad de la medida al 

afectar la estructura de las proteínas. 

Para cuantificar la cantidad de proteína en las muestras, se preparó el reactivo 

comercial de Bradford (BioRad) mediante su dilución en agua destilada en una 

proporción de 1:4 (v/v). Luego se diseñó una recta patrón con BSA para comparar las 

absorbancias obtenidas a partir de las muestras. Se utilizó la BSA como proteína de 

referencia y se preparó una solución madre de 0.5 mg/ml. A partir de esta solución 

madre se pipetearon varios volúmenes para generar una serie de diluciones (Tabla 4.1). 

 
Stock de BSA       

a 0.5 mg/ml 

Agua 

destilada (µl) 

µg de BSA 

en 50 µl 

Blanco 0 200 0 

1 5 195 0.625 

2 10 190 1.25 

3 15 185 1.875 

4 20 180 2.5 

5 25 175 3.125 

6 30 170 3.75 

7 35 165 4.375 

8 40 160 5 

 

Tabla 4.1. Cálculos para elaboración de la recta patrón de BSA.  

 

Se utilizó una placa de 96 pocillos para realizar el ensayo. En cada pocillo se 

agregaron 50 μl de cada una de las diluciones de BSA y se añadieron 200 μl del reactivo 

de Bradford, resultando en un volumen final de 250 μl en cada pocillo. La placa se agitó 

y se midió la absorbancia a 595 nm. Se realizó un duplicado para cada dilución. 

Finalmente, se trazó una recta patrón con la absorbancia en el eje de ordenadas y la 

concentración de BSA en el eje de abscisas, y se calculó la ecuación de la recta. 

La medida de las muestras se realizó de la misma forma que los patrones. Para cada 

50 μl de muestra, se agregaron 200 μl del reactivo de Bradford. El valor de absorbancia 

obtenido se introdujo en la ecuación de la recta para determinar el valor de 

concentración de proteína. 
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 ELECTROFORESIS 

La electroforesis es un método de separación de moléculas que se fundamenta en el 

desplazamiento que experimenta cualquier molécula con carga cuando se expone a un 

campo eléctrico. Las técnicas de electroforesis se utilizan de manera extensa para 

purificar y caracterizar moléculas con carga, como ácidos nucleicos y proteínas. En 

general, los ácidos nucleicos se separan utilizando geles de agarosa y las proteínas 

mediante el uso de geles de poliacrilamida. 

4.3.3.1. SDS-PAGE 

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE, 

sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) es una de las técnicas más 

utilizadas para separar mezclas de proteínas, cuyo protocolo fue descrito por Laemmli 

en 1970. Se lleva a cabo en unas condiciones en las que las proteínas son 

desnaturalizadas antes de la migración, de manera que el desplazamiento sea 

proporcional a la carga y tamaño de la molécula, pero no a su forma. El β-

mercaptoetanol es el agente desnaturalizante más utilizado, ya que destruye los puentes 

disulfuro en las proteínas. Además, en esta técnica se utiliza el detergente aniónico 

SDS, el cual confiere carga negativa a las proteínas y se une a ellas de manera 

proporcional a su tamaño. Esto significa que la relación carga/masa final es constante 

para todas las proteínas. Como resultado, las proteínas se separan en el gel únicamente 

en función de sus diferencias de peso molecular: a menor tamaño, mayor movilidad de 

la proteína, y viceversa. 

Durante esta Tesis Doctoral, se empleó el sistema de electroforesis Mini-PROTEAN 

de BioRad (Figura 4.20), en conjunto con una fuente de alimentación PowerPac™ de 

BioRad, que permite generar un campo eléctrico mediante dos electrodos: el electrodo 

negativo o cátodo y el electrodo positivo o ánodo. El tampón de electroforesis utilizado 

para mantener el campo eléctrico consta de 25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina y 

0.1% de SDS a pH 8.3. 
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Figura 4.20. Sistema de electroforesis Mini-PROTEAN de BioRad. Imagen tomada en nuestro laboratorio. 

 

La SDS-PAGE es conocida por su alta resolución, que se logra mediante el uso de 

un sistema electroforético discontinuo compuesto por dos geles con diferente porosidad 

y pH. El gel superior, conocido como gel concentrador, condensa las muestras, que 

luego se separan en el gel inferior, denominado gel separador. La movilidad en el gel 

separador está restringida por el tamaño de los poros, el cual depende de la 

concentración de monómeros en el gel. La selección del tamaño del poro en los geles 

separadores utilizados en esta Tesis Doctoral se determinó en función del tamaño de 

las proteínas a separar, y esto fue logrado mediante diferentes proporciones de 

acrilamida/bisacrilamida. Los geles separadores preparados oscilaron entre 7-15% (p/v) 

de acrilamida/bisacrilamida. La mezcla de acrilamida/bisacrilamida se disolvió en un 

tampón compuesto por Tris-HCl 1.5 M a pH 8.8 y 1% de SDS. Una vez que el gel 

separador polimerizó, se agregó el gel concentrador. El gel concentrador se preparó al 

10% de acrilamida/bisacrilamida en un tampón Tris-HCl 0.5 M a pH 6.8 y 1% de SDS. 

Para la polimerización de los geles, se utilizó una concentración final de 0.5% de 

persulfato amónico (PSA) y 0.1% de TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina). 

Para cargar las muestras en los geles de electroforesis, estas se mezclaron con un 

tampón de muestra desnaturalizante (SB, sample buffer). Este tampón se compone de 

Tris-HCl 125 mM, glicerol al 10%, SDS al 2%, β-mercaptoetanol al 5%, y azul de 

bromofenol al 0.01%. La presencia de glicerol en el tampón aumenta la densidad de las 

muestras, lo que facilita que estas se depositen en el fondo del pocillo del gel durante la 

carga y evita su difusión. El azul de bromofenol, un colorante de tamaño pequeño, no 

se retiene en la matriz de poliacrilamida, lo que nos permite visualizar el frente de 

migración durante el proceso de electroforesis. Además, antes de cargar las muestras 
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en el gel, estas fueron calentadas a 96ºC durante cinco minutos. Asimismo, se utilizó un 

pocillo del gel para cargar una muestra de marcadores de tamaño pre-teñidos (5 µl) 

Precision Plus Protein Dual Color Standards de BioRad. Estos marcadores de tamaño 

consisten en una mezcla de proteínas patrón con pesos moleculares conocidos, que 

abarcan un rango desde 10 hasta 250 kDa, lo que nos permite determinar el peso 

molecular de las proteínas presentes en nuestra muestra. El proceso de electroforesis 

se llevó a cabo a un voltaje constante de 180 voltios durante aproximadamente 45-50 

minutos. 

Preparación de las muestras a partir de células en cultivo 

Primero las células fueron lavadas dos veces con PBS y, a continuación, fueron 

lisadas y recogidas directamente con tampón de muestra desnaturalizante. Como 

alternativa, las células podían ser tripsinizadas y lavadas dos veces con PBS mediante 

centrifugación (1400 rpm durante 4 minutos) y posteriormente, se agregaba el volumen 

correspondiente de SB. Normalmente se utilizaba una cantidad de 150 μl de SB para 

cada pocillo en una placa de 6 pocillos. En ambos procedimientos, el último paso 

consistió en la sonicación de las muestras mediante 3 pulsos de 15 segundos a 

velocidad 4 utilizando el sonicador Ultrasonic Homogenizer 4710 Series de Cole-

Parmer. Finalmente, las muestras fueron calentadas a 96ºC durante 5 minutos en un 

termobloque y almacenadas en un congelador a -20ºC hasta su uso en los experimentos 

de electroforesis. 

Fraccionamiento celular 

La técnica de fraccionamiento celular se emplea para separar y disgregar los distintos 

compartimentos y orgánulos celulares. Esto permite el estudio y aislamiento de 

proteínas localizadas en compartimentos específicos, como la membrana, los 

endosomas, las mitocondrias o el núcleo. 

En esta Tesis Doctoral, se utilizó la técnica de fraccionamiento celular con el fin de 

separar y estudiar la localización citoplasmática o nuclear de diversas proteínas. Para 

llevar a cabo el procesamiento de las muestras, las células (aproximadamente 10 

millones) fueron tripsinizadas, lavadas una vez con PBS mediante centrifugación (1400 

rpm, 4 minutos) y lisadas con un tampón de lisis compuesto por Triton-X100 al 0.5%, 

Tris-Cl a 50 mM y pH 7.5, NaCl a 137.5 mM y glicerol al 10%, complementado con 

inhibidores de proteasas al 1% (v/v) y fosfatasas al 1% (v/v). Las células fueron 

incubadas con este tampón de lisis durante 15 minutos en hielo y con agitación 

ocasional. Posteriormente, se centrifugaron a 16000 × g durante 10 minutos a una 

temperatura de 4ºC. El sobrenadante resultante corresponde a la fracción citoplásmica, 
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mientras que el precipitado contiene la fracción nuclear. Este último se disolvió en 

tampón de Laemmli para obtener una concentración final de 1X. El sobrenadante 

obtenido se corresponde con la fracción citoplásmica, mientras que el precipitado se 

disolvió con SB para obtener la fracción nuclear.  

 WESTERN BLOT 

El Western blot es una técnica analítica empleada para la detección específica de 

proteínas en una mezcla compleja, como puede ser un extracto celular o de tejido. 

Durante mi Tesis Doctoral esta técnica fue empleada de forma rutinaria, donde las 

proteínas se separaron mediante electroforesis en gel y posteriormente se transfirieron 

desde el gel a una membrana. Una vez en la membrana, se estudiaron las proteínas de 

interés utilizando anticuerpos específicos.  

Inmovilización de proteínas sobre una membrana mediante electrotransferencia 

La electrotransferencia es un método que utiliza una corriente eléctrica y un tampón 

de transferencia para llevar a cabo la transferencia de las proteínas del gel a la 

membrana. Se puede realizar en húmedo, sumergiendo todos los componentes en una 

cubeta con tampón, o de forma semi-seca. En esta Tesis Doctoral se utilizó 

mayoritariamente el sistema Mini Trans Blot Cell de BioRad, que es un sistema en 

húmedo (Figura 4.21). El tampón de transferencia empleado contenía Tris 25 mM, 

glicina 192 mM, SDS 0.01% y metanol 10%, el cual ayuda a fijar las proteínas a la 

membrana. 

Entre las membranas más utilizadas para la inmovilización de proteínas destacan las 

de nitrocelulosa y las de PVDF (fluoruro de polivinilideno), cuyo tamaño de poro puede 

ser variable. Para esta Tesis Doctoral se utilizaron membranas de nitrocelulosa con 

tamaño de poro de 0.2 μm procedentes de Amhersham Protran (GE Healthcare Life 

Sciences).  

El sistema Mini Trans-Blot Cell consta de dos casetes en los que se colocan los 

elementos de transferencia. El protocolo utilizado mantenía el siguiente orden, 

empezando por la placa oscura del casete: esponja, papel de filtro, gel, membrana, 

papel de filtro y esponja (Figura 4.21). Todos los elementos se ensamblaron en estado 

húmedo, sumergiéndolos en una bandeja con tampón de transferencia. La membrana 

fue hidratada previamente con agua destilada (5 minutos) y tampón de transferencia 

(otros 5 minutos). Se eliminaron las burbujas de aire entre los elementos para mejorar 

la transferencia. El casete se cerró con el sistema de pinza y se colocó junto a su casete 

compañero en una pieza de sujeción en la orientación adecuada. Se colocó una placa 
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refrigerante en la cubeta para disipar el calor generado durante la transferencia. Se 

agregaron 800 ml de tampón de transferencia en la cubeta, se colocó la tapa y se 

conectó a la fuente de corriente. La transferencia se programó durante 1 hora a 100 

voltios (amperaje constante a 300 mA). 

  

Figura 4.21. Componentes del sistema empleado para realizar la técnica de Western blot (izquierda) y 

sentido de migración de las proteínas desde el gel hacia la membrana (derecha). La imagen con los 

accesorios del sistema (izquierda) ha sido tomada en nuestro laboratorio, mientras que la imagen que 

representa el orden de los elementos de transferencia en el casete y la migración de las proteínas desde el 

gel hasta la membrana debido a la aplicación de un campo eléctrico (derecha) ha sido adaptada del 

protocolo Mini Trans Blot Cell de BioRad.  

 

Durante la etapa de transferencia, las proteínas del gel cargadas negativamente 

migraron hacia el ánodo y se inmovilizaron en la membrana. Una vez finalizada esta 

etapa, se desmontó el sistema y se observó que los marcadores pre-teñidos no estaban 

presentes en el gel, lo cual indicaba que las proteínas se habían transferido a la 

membrana. Para asegurarnos, se llevó a cabo la tinción de la membrana con rojo 

Ponceau (Ponceau-S 0.1% en ácido acético 1%) durante 3 minutos, la cual nos permitió 

visualizar en la membrana unas bandas discretas teñidas de rojo correspondientes a las 

proteínas de las muestras empleadas. El rojo Ponceau es un colorante reversible que 

no interfiere en la unión posterior de las proteínas con el anticuerpo ni en la detección 

de la actividad enzimática. 

Bloqueo de las uniones inespecíficas de la membrana 

El proceso de bloqueo de la membrana se basa en saturar los sitios de unión de 

proteínas disponibles en la membrana que no han sido ocupados por las propias 

proteínas de la muestra, con el fin de prevenir la unión no específica de los anticuerpos 

a estos sitios. Para lograrlo, la membrana se incubó a temperatura ambiente con una 

solución de bloqueo durante 1-2 horas, con una suave agitación. Las soluciones de 

bloqueo utilizadas fueron leche desnatada en polvo al 5% en PBS-Tween (PBS-T) y 
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BSA al 3% en PBS-T. El PBS-T es un tampón PBS al que se le ha añadido el detergente 

Tween-20 al 0.1%. 

Incubación con el anticuerpo primario 

Se prepararon diluciones de los anticuerpos primarios y secundarios utilizando la 

misma solución que se utilizó para el bloqueo, ya sea leche o BSA. La incubación con 

el anticuerpo primario se llevó a cabo durante toda la noche a 4ºC, con una suave 

agitación. Después de la incubación, se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS-

T a temperatura ambiente para descartar el anticuerpo no unido. 

Incubación con el anticuerpo secundario 

Se emplearon anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón, de conejo o de rata, 

dependiendo del origen del anticuerpo primario. Estos anticuerpos secundarios estaban 

conjugados con la enzima peroxidasa de rábano o HRP (horseradish peroxidase). La 

incubación se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas, con una suave 

agitación. Después de la incubación, se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS-

T para descartar el anticuerpo no unido. 

Revelado de la actividad peroxidasa 

Para detectar la actividad de la peroxidasa, se utilizó la solución reveladora 

WesternBright ECL HRP substrate de Advansta. Esta solución contiene un sustrato de 

peroxidasa que genera una reacción quimioluminiscente, la cual puede ser detectada 

mediante un dispositivo de análisis de imagen (Figura 4.22). Para preparar la solución 

de revelado, se mezclaron y homogeneizaron los volúmenes necesarios de los dos 

reactivos del kit en proporción 1:1. La membrana se colocó en una superficie plana y se 

cubrió con esta solución durante 2 minutos. El luminol presente en la solución de 

revelado se oxida por la peroxidasa, generando ésteres de acridinio que emiten luz con 

una longitud de onda máxima de 425 nm. La emisión de luz o señal de 

quimioluminiscencia fue capturada utilizando el dispositivo de análisis de imagen 

Molecular Imager ChemiDoc XRS+ de BioRad. Posteriormente, las bandas de proteínas 

reveladas fueron analizadas utilizando los programas informáticos Image Lab (BioRad) 

y Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetics Inc., Rockville, MD, USA) mediante 

densitometría de imagen.  
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Figura 4.22. Revelado mediante quimioluminiscencia. La imagen del diagrama de revelado de la actividad 

peroxidasa (izquierda) ha sido elaborada a partir del protocolo, mientras que la imagen del dispositivo 

Molecular Imager ChemiDoc XRS+ de BioRad (derecha) ha sido tomada en nuestro laboratorio. 

 

Stripping 

En ocasiones, se reutilizaron las membranas para la tinción con un nuevo anticuerpo 

utilizando la técnica de stripping. Para ello, las membranas fueron incubadas con 

tampón de stripping durante 30 minutos a 50ºC y agitando cada 5 minutos. Este tampón 

estaba compuesto por una disolución de Tris-HCl 62.5 mM (pH 6.8), β-mercaptoetanol 

100 mM y SDS al 2%. Después de la incubación, se realizaron tres lavados de 10 

minutos cada uno con PBS-T. Una vez completado este procedimiento, la membrana 

quedó libre de anticuerpo unido y de nuevo pudo ser bloqueada con leche o BSA e 

incubada con un nuevo anticuerpo.  

 INMUNOPRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS 

La inmunoprecipitación es un método para aislar y concentrar una determinada 

proteína a partir de una mezcla compleja. Consiste en precipitar la proteína de interés 

que se encuentra en solución utilizando un anticuerpo específico contra ella. El 

anticuerpo se une a un soporte sólido, como microesferas, que permiten la recuperación 

de los complejos formados por el antígeno y el anticuerpo. Algunas microesferas son 

magnéticas y se pueden recuperar con un imán, mientras que otras están compuestas 

de sefarosa y se pueden recuperar mediante centrifugación. 

En esta Tesis Doctoral, se utilizaron principalmente microesferas magnéticas 

recubiertas con proteína G, PureProteome Protein G Magnetic Beads de Merck Millipore 

(Figura 4.23). Para realizar la técnica, se comenzó con una suspensión celular con un 
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recuento aproximado de unas 5x106 células. Las células se lavaron dos veces con 1 ml 

de PBS frío, centrifugando a 200 × g durante 5 minutos. Después del último lavado, el 

precipitado fue resuspendido con 500 μl de un tampón de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 8, 

180 mM NaCl, NP40 0.4%) al cual se le añadieron inhibidores enzimáticos como 

inhibidores de proteasas, fosfatasas, demetilasas y desacetilasas con el fin de preservar 

las modificaciones postraduccionales de la proteína de interés. Las células se incubaron 

con el tampón de lisis durante 10-15 minutos en hielo, agitando en vórtex cada 1-2 

minutos. Los lisados se centrifugaron a 20000 × g durante 20 minutos a 4ºC para 

sedimentar los restos celulares. Se tomó una alícuota del sobrenadante, que contiene 

las proteínas, para cuantificarlas mediante la técnica de Bradford. Una vez evaluada la 

concentración de proteína, se cogió el volumen de sobrenadante correspondiente a 1 

mg de proteína y se diluyó con tampón de dilución. Por cada 500 μl de sobrenadante se 

agregaron 500 μl de tampón de dilución (Tris-HCl 50 mM pH 8, 2.5 mM CaCl2, NP40 

0.4%) suplementado con inhibidores enzimáticos y ADNasa I. El tampón de dilución 

reduce la concentración de NaCl y ayuda a la unión del anticuerpo, y la ADNasa clarifica 

la muestra al eliminar el ADN que podría obstruir los sitios de unión del anticuerpo en 

las microesferas magnéticas. Una vez diluida la muestra con nuestra proteína de interés 

se llevó a cabo una etapa de lavado o pre-clearing con el fin de descartar todo aquello 

que se unía inespecíficamente a las microesferas. Para ello, se realizó una incubación 

de la muestra con 50 μl de la suspensión de microesferas (lavadas) durante 2 horas a 

4ºC en rotación giratoria y se cogió de nuevo el sobrenadante con ayuda de una gradilla 

magnética. Posteriormente, se agregó el anticuerpo primario a la muestra y se incubó a 

4ºC durante toda la noche en una rueda giratoria para permitir la formación de los 

complejos antígeno-anticuerpo. 

Las microesferas magnéticas se prepararon utilizando 100 μl de la suspensión de 

microesferas para cada muestra (50 μl para el pre-clearing y 50 μl para la incubación 

con el complejo antígeno-anticuerpo). Se depositaron en un tubo de 1.5 ml que se colocó 

en una gradilla magnética para eliminar el medio de almacenamiento. Posteriormente, 

se lavaron las microesferas dos veces durante 5 minutos con 500 μl de PBS-T, con 

agitación suave en vórtex cada 1-2 minutos.  

Una vez lavadas las microesferas magnéticas e incubado el anticuerpo primario con 

la muestra durante toda la noche, se realizó la incubación de estas microesferas con la 

muestra que contiene los complejos antígeno-anticuerpo, durante 1-2 horas a 4ºC con 

agitación en la rueda giratoria. Luego, los tubos se volvieron a colocar en la gradilla para 

eliminar la fracción no unida. Se realizaron tres lavados de las microesferas durante 2 

minutos cada uno, utilizando 1 ml de PBS-T y en agitación en la rueda giratoria. Por 
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último, después de eliminar el último lavado, se eluyó la proteína añadiendo 50 μl de un 

tampón de muestra desnaturalizante y se calentó a 90ºC durante 10 minutos en un 

termobloque, agitando cada 2 minutos. Los tubos se colocaron en la gradilla magnética 

para retener las microesferas y toda la muestra se transfirió a un nuevo tubo. 

 

Figura 4.23. Diagrama del proceso de inmunoprecipitación indirecta con microesferas magnéticas de 

proteína G. Imagen elaborada a partir del protocolo. 

 

 CENTRIFUGACIÓN 

La separación de partículas normalmente se lleva a cabo mediante el uso de una 

fuerza centrífuga (Figura 4.24). Se emplean dos técnicas principales: la centrifugación 

diferencial y la centrifugación en gradiente de densidad. Mientras que la centrifugación 

diferencial se utiliza para obtener un sobrenadante y un material precipitado, la 

centrifugación en gradiente de densidad se caracteriza por distribuir las partículas en 

fracciones de diferentes densidades de un fluido líquido. Dentro de la técnica que utiliza 

un gradiente de densidad, se distingue la centrifugación de velocidad zonal y la 

centrifugación isopícnica. 

   

Figura 4.24. Aparatos de centrifugación. Centrífuga Heraeus Multifuge 3SR+ (izquierda) y microcentrífuga 

Hettich mikro 200R (derecha). Imágenes tomadas en la Sección de Cultivo de Tejidos de la UM. 



Técnicas e instrumentación  Román Martí Díaz 

174 
 

4.3.6.1. Separación de células mononucleares por centrifugación 

isopícnica 

En la centrifugación isopícnica, la separación de partículas se basa exclusivamente 

en su densidad. El tamaño de las partículas solo afecta a la velocidad a la que se 

desplazan hasta que su densidad se iguala a la del medio de gradiente empleado. Las 

partículas se desplazan en el gradiente hasta que llegan a la región donde la densidad 

de éstas y la del gradiente son idénticas. En esta Tesis Doctoral se utilizó la técnica de 

centrifugación isopícnica para la separación de las células mononucleares (Figura 4.25) 

y el posterior aislamiento de células NK de ratón a partir de los bazos de ratones 

C57BL/6 o atímicos.  

Los bazos fueron disociados mecánicamente y las células mononucleares se 

separaron utilizando la técnica de centrifugación en gradiente de densidad con 

Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich), una solución de polisacárido y diatrizoato de sodio 

ajustada a una densidad de 1.077 g/ml. Se utilizaron dos bazos de cada condición 

experimental para obtener una suspensión celular en un volumen final de 3 ml. Para 

llevar a cabo la separación celular de cada muestra, se añadieron 3 ml de Histopaque-

1077 en un tubo cónico de centrifugación de 15 ml. A continuación, se agregó 

cuidadosamente la suspensión celular obtenida a partir de los bazos, de manera que se 

distinguieran dos capas bien diferenciadas. El tubo se centrifugó a una velocidad de 400 

× g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Es muy importante que la velocidad de 

frenado y aceleración de la centrífuga se ajusten al nivel más bajo, ya que un frenado o 

aceleración bruscos pueden afectar la separación de las capas. Después de la 

centrifugación, se descartó cuidadosamente la capa superior con una pipeta Pasteur 

hasta aproximadamente 0.5 cm de la interfaz opaca que contiene las células 

mononucleares. Seguidamente, se transfirió con cuidado la interfaz opaca con las 

células de interés a otro tubo cónico de centrifugación limpio utilizando una pipeta 

Pasteur. Estas células se lavaron con 10 ml de PBS mediante centrifugación a 250 × g 

durante 10 minutos. El precipitado celular se resuspendió en 5 ml de PBS y se volvió a 

centrifugar a 250 × g durante 10 minutos. Transcurrido el tiempo, se repitió el último 

proceso de lavado. Finalmente, se descartó el sobrenadante y el precipitado de células 

fue resuspendido en 0.5 ml de medio de cultivo completo.  
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Figura 4.25. Separación de los componentes de una suspensión celular según su densidad mediante la 

solución de Histopaque-1077. La imagen del esquema del proceso de separación (izquierda) ha sido 

elaborada a partir del protocolo, mientras que la imagen que muestra el resultado (derecha) ha sido tomada 

en nuestro laboratorio. 

 

 AISLAMIENTO DE CÉLULAS NK 

Una vez separadas las células mononucleares mediante centrifugación isopícnica, 

se utilizó el kit Mouse NK Cell Isolation II de Miltenyi Biotech (#130-096-892) para aislar 

las células NK de ratón mediante selección negativa por MACS (magnetic activated cell 

sorting). 

Este kit utiliza un sistema de marcaje magnético indirecto para aislar células NK 

intactas a partir de suspensiones de células de bazo, hígado y ganglios linfáticos de 

ratón. Las células que no son de interés (células no NK), como las células T, células 

dendríticas, células B, granulocitos, macrófagos y células eritroides, fueron marcadas 

magnéticamente de forma indirecta mediante un cóctel de anticuerpos conjugados con 

biotina y microesferas magnéticas anti-biotina. El aislamiento de células NK no 

marcadas de alta pureza se logró mediante la eliminación de las células marcadas 

magnéticamente. 

Primero se determinó el número de células de la suspensión celular obtenida tras la 

centrifugación isopícnica y se cogió una alícuota de 2x105 células para su posterior 

evaluación por citometría de flujo. La suspensión celular restante se centrifugó a 300 × 

g durante 10 minutos a temperatura ambiente y se eliminó el sobrenadante. El 

precipitado se resuspendió añadiendo 40 µl por cada 107 de células totales con tampón 

de dilución (0.5% BSA, 2 mM EDTA, pH 7.2 en PBS). A continuación, se agregaron 10 
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µl de un cóctel de anticuerpos conjugados con biotina para células NK por cada 107 de 

células. La mezcla se incubó durante 5 minutos a 4ºC. Posteriormente, se lavaron las 

células añadiendo 2 ml de tampón de dilución por cada 107 de células y se centrifugaron 

a 300 × g durante 10 minutos a temperatura ambiente para eliminar el sobrenadante. 

Seguidamente, se añadieron 80 µl de tampón de dilución junto con 20 µl de microesferas 

magnéticas conjugadas con un anticuerpo monoclonal anti-biotina, por cada 107 de 

células. Esta mezcla se incubó durante 10 minutos a 4ºC. Luego, se procedió a la 

separación magnética utilizando columnas MS en un campo magnético creado por el 

sistema MiniMACS Separator. Para ello, se vertió la mezcla con la suspensión celular 

en la columna y se añadieron 500 µl de tampón de dilución para recoger el eluido que 

contenía las células no marcadas, que representan las células NK enriquecidas. 

Finalmente, se realizó un lavado adicional de la columna MS con otros 500 µl de tampón 

de dilución para recoger las células no marcadas restantes y se combinaron con el flujo 

del paso anterior.  

Para confirmar la correcta purificación de las células NK, se cogió una alícuota de la 

suspensión final (2x105 células) y junto con la alícuota que cogimos antes de iniciar el 

proceso de aislamiento, las células NK se marcaron con un anticuerpo de membrana 

específico (anti-NKp46) y se analizaron mediante citometría de flujo (Figura 4.26).  

 

Figura 4.26. Análisis por citometría de flujo de la población de células NK antes y después de la purificación. 

SSC: dispersión lateral de la luz. Imágenes elaboradas a partir de los resultados obtenidos durante el 

proceso de purificación. 

 

 ESPECTROFOTOMETRÍA UV-VISIBLE 

La espectrofotometría es una técnica para medir la cantidad de energía radiante 

absorbida por un analito en disolución cuando se expone a una radiación 

electromagnética de longitud de onda específica. En la espectrofotometría ultravioleta-
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visible (UV-VIS), se utiliza radiación incidente en las regiones “Ultravioleta cercano”, 

“Visible” e “Infrarrojo” del espectro electromagnético, que abarca desde 200 a 800 nm. 

La absorción es el proceso en el que la energía de los fotones se transfiere a las 

partículas de materia. Como resultado, la intensidad de la radiación de un haz de luz 

disminuye después de pasar a través de la muestra en comparación con la intensidad 

inicial antes de incidir en la muestra. Esta reducción en la intensidad se expresa 

mediante la transmitancia (T), que es la fracción de la intensidad de luz transmitida en 

relación con la intensidad incidente. Además, la transmitancia se relaciona con la 

absorbancia (A) mediante la ecuación A = -log(T). En general, se trabaja con 

absorbancia, ya que a una longitud de onda específica está relacionada de forma lineal 

con la concentración del analito en disolución a través de la Ley de Lambert-Beer:  

𝐴 = 𝑐 ∙ ԑ ∙ 𝐿 

Donde c representa la concentración en unidades de molaridad (M), ε es el 

coeficiente de extinción molar en unidades de M-1cm-1 (característico de cada analito o 

cromóforo) y L es el espesor óptico en centímetros. Esta fórmula nos permite calcular la 

concentración de un analito si conocemos su coeficiente de extinción molar y el espesor 

de la muestra utilizada. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la Ley de 

Lambert-Beer solo es válida para disoluciones diluidas, ya que la linealidad entre la 

absorbancia y la concentración solo se mantiene dentro de un rango de concentración 

determinado. Concentraciones elevadas pueden dar lugar a fenómenos como 

dispersión de luz, agregación de moléculas, etc., que afectan a la relación de 

proporcionalidad. 

En esta Tesis Doctoral, se empleó la espectrofotometría UV-VIS en diversos 

ensayos, como MTT, ELISA para evaluar apoptosis, ensayos de actividad de PP2A, 

cuantificación de los niveles de SAM y SAH, cuantificación de proteínas mediante el 

método de Bradford, cuantificación de ácidos nucleicos y cuantificación de la entrada de 

glucosa a la célula. En todos los casos, excepto para la cuantificación de ácidos 

nucleicos, se determinó la absorbancia utilizando un lector de placas. Estos lectores de 

placas son instrumentos capaces de medir diferentes magnitudes en cada uno de los 

pocillos de una placa de microtitulación (Figura 4.27). El formato más comúnmente 

utilizado es el de 96 pocillos. Los lectores de placas utilizados fueron el FLUOstar 

Omega de BMG LabTech, el SpectraMax 340PC384 de Molecular Devices y el Model 

680 de BioRad. Para la cuantificación de ácidos nucleicos se utilizó el espectrofotómetro 

de microvolumen NanoDrop 2000 de Thermo Scientific, según se describe en el 

apartado 4.4.3. ANÁLISIS DE CANTIDAD Y CALIDAD DE ÁCIDOS NUCLEICOS. 
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Figura 4.27. Lectores de placas SpectraMax 340PC384 de Molecular Devices (izquierda) y FLUOstar 

Omega de BMG LabTech (derecha). Imágenes tomadas en nuestro laboratorio y en la Sección de Cultivo 

de Tejidos de la UM. 

 

 ENSAYOS ELISA 

El ensayo ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) es una técnica de 

laboratorio ampliamente utilizada para detectar y cuantificar la presencia de una 

sustancia específica, como un antígeno o un anticuerpo, en una muestra biológica. 

El principio básico del ensayo ELISA consiste en la interacción entre un anticuerpo 

específico y su antígeno correspondiente. Se caracterizan por ser ensayos altamente 

sensibles y específicos, así como versátiles, precisos y capaces de procesar múltiples 

muestras, lo que los convierten en herramientas fundamentales en diversas 

aplicaciones científicas y médicas.  

Los principales tipos de ensayos ELISA incluyen el directo, el indirecto, el de captura 

o “sándwich” y el competitivo. El ELISA directo involucra la inmovilización de un 

anticuerpo en la superficie de una placa, seguido de la detección directa del antígeno 

de interés utilizando un anticuerpo secundario conjugado a una enzima. En el ELISA 

indirecto, se utiliza un anticuerpo primario para capturar el antígeno, y luego se detecta 

mediante un anticuerpo secundario que reconoce al anticuerpo primario y está 

conjugado a una enzima. El ELISA de captura o “sándwich” involucra la utilización de 

un par de anticuerpos, uno para capturar el antígeno y otro para detectarlo, formando 

un "sándwich" en torno al antígeno. Y en el ELISA competitivo se sigue una estrategia 

en la que se inmoviliza el mismo antígeno de interés presente en la muestra sobre la 

superficie de un pocillo.  

En esta Tesis Doctoral se ha utilizado el método de ELISA para evaluar diferentes 

parámetros como la apoptosis, descrita anteriormente (apartado 4.2.2.1. Detección de 

apoptosis mediante ELISA), así como la cuantificación de SAM, SAH y MIC-A/B. 
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4.3.9.1. Cuantificación de SAM y SAH 

Para la determinación de los niveles de SAM y SAH intracelulares, se empleó el SAM 

and SAH ELISA Combo Kit de Cell Biolabs, atendiendo a las instrucciones del protocolo 

proporcionado. Este kit utiliza un formato de ensayo ELISA competitivo (Figura 4.28), 

en el cual se emplean anticuerpos primarios específicos que reconocen tanto SAM como 

SAH, así como anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa. 

Los ensayos ELISA competitivos son muy utilizados para cuantificar antígenos 

presentes en bajas concentraciones, como por ejemplo SAM o SAH. Primero se 

inmoviliza sobre la superficie del pocillo el mismo antígeno de interés que contiene la 

muestra. A continuación, se agregan la muestra y el anticuerpo correspondiente, y si la 

muestra contiene un antígeno específico, este compite con el antígeno de referencia por 

la unión al anticuerpo. Posteriormente, se realiza una nueva incubación con un 

anticuerpo secundario que está conjugado con peroxidasa. Después de los lavados, se 

eliminan los componentes no unidos y se mide la señal por absorbancia. A medida que 

aumenta la cantidad de antígeno en la muestra, menos anticuerpo se une al fondo de 

los pocillos a través del antígeno de referencia, lo que resulta en una disminución de la 

señal detectada. En definitiva, en un ELISA competitivo, la presencia de mayor cantidad 

de antígeno en la muestra se traduce en una menor señal generada, ya que compite 

con el antígeno de referencia por la unión al anticuerpo. 

En la preparación de las muestras, los lisados celulares correspondientes a cada una 

de las condiciones experimentales fueron sonicados en frío mediante 3 ciclos de 20 

segundos de duración cada uno, utilizando el sonicador Ultrasonic Homogenizer 4710 

Series de Cole-Parmer con una amplitud del 40%, dejando 1 minuto de descanso entre 

cada ciclo. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10000 × g durante 15 

minutos a 4ºC, y se recogieron los sobrenadantes. 

Para llevar a cabo el ensayo, se recubrieron los pocillos de una placa de 96 pocillos 

con conjugados de SAM-BSA o SAH-BSA diluidos en PBS y se incubaron durante toda 

la noche a 4ºC. Al día siguiente, se bloquearon las uniones inespecíficas añadiendo 100 

μl del diluyente de ensayo a cada pocillo a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras 

realizar el bloqueo de la placa, se eliminó el diluyente de ensayo de cada pocillo y se 

agregaron 50 μl de muestra a los pocillos de interés. Para los pocillos designados como 

blanco, se añadieron 50 μl de PBS. En los pocillos que se utilizaron para establecer la 

recta patrón, se agregaron 50 μl de cada una de las diluciones preparadas a partir de 

las soluciones de concentración conocida de SAM-BSA o SAH-BSA. A continuación, se 

añadieron 50 μl de la solución de anticuerpo primario anti-SAM o anti-SAH a cada 
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pocillo, y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitación orbital. 

Luego, se realizaron tres lavados con tampón de lavado y se agregaron 100 μl de 

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa a cada pocillo durante 1 hora a 

temperatura ambiente con agitación orbital. Después de esta incubación, se lavaron los 

pocillos y se añadieron 100 μl de la solución de sustrato a cada pocillo durante 2-30 

minutos a temperatura ambiente con agitación hasta que se observó la aparición de 

color. La reacción se detuvo con 100 μl de solución de parada y se procedió a la lectura 

de la absorbancia a 450 nm utilizando el lector de placas SpectraMax 340PC384 de 

Molecular Devices. Los resultados se presentaron como concentraciones relativas 

mediante interpolación utilizando una recta patrón o normalizados con respecto a una 

muestra no tratada. 

 

Figura 4.28. Diagrama de un ensayo ELISA de tipo competitivo. Imagen elaborada a partir del protocolo. 

 

4.3.9.2. Cuantificación MIC-A/B 

Para la cuantificación de los niveles de MIC-A y MIC-B, se emplearon los kits 

comerciales MICA Human ELISA (#BMS2302) y MICB Human ELISA (#BMS2303) de 

Thermo Scientific, respectivamente. La determinación de estas moléculas se realizó 

siguiendo los pasos del protocolo correspondiente, basado en un ELISA de captura o 

tipo “sándwich” (Figura 4.29).  

En este formato de ELISA, se emplean dos anticuerpos específicos que reconocen 

diferentes epítopos en el antígeno de interés. El primer anticuerpo, conocido como 

anticuerpo de captura, se une al fondo del pocillo de la microplaca, dirigido hacia uno de 

los epítopos del antígeno. Por otro lado, el segundo anticuerpo, denominado anticuerpo 

de detección, se une a un epítopo distinto del antígeno y está conjugado a una enzima 

que facilita su detección. De esta manera, mediante la interacción entre los anticuerpos 

y los epítopos del antígeno, se establece un "sándwich" que permite la detección del 

antígeno en cuestión. Después de los pasos de incubación y lavado para eliminar las 
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sustancias no unidas en la microplaca, se agrega una solución de sustrato que 

reacciona con el complejo enzima-anticuerpo-antígeno, generando una señal de 

absorbancia medible. La intensidad de esta señal está directamente relacionada con la 

concentración del antígeno de interés presente en la muestra. 

Para llevar a cabo este ensayo, se deben considerar las muestras de interés, así 

como los blancos y estándares necesarios. Primero, las tiras de micropocillos se lavaron 

dos veces con tampón de lavado, aspirando el contenido entre lavados. Después del 

lavado final, se añadieron 50 µl de diluyente a todas las tiras junto con 50 µl de muestra, 

de PBS para los blancos y de disolución estándar a los micropocillos correspondientes, 

los cuales fueron cubiertos con una película adhesiva e incubados a temperatura 

ambiente durante 2 horas en un agitador de microplacas. A continuación, se lavaron los 

micropocillos nuevamente y se agregaron 100 µl del conjugado de biotina a todos los 

pocillos. Después de una incubación de 1 hora, se lavaron las tiras de micropocillos 

nuevamente y se añadieron 100 µl del conjugado estreptavidina-HRP a todos los 

pocillos durante 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se 

lavaron los micropocillos para eliminar las sustancias no unidas y se pipetearon 100 µl 

de solución de sustrato TMB a todos los pocillos. Se incubaron durante 2-30 minutos a 

temperatura ambiente con agitación hasta que se observó color. En ese momento, se 

agregaron 100 μl de solución de parada y se procedió a la lectura de la absorbancia a 

450 nm empleando el lector de placas SpectraMax 340PC384 de Molecular Devices. 

Los resultados se presentaron como concentraciones relativas mediante interpolación 

utilizando una curva estándar o normalizados con respecto a una muestra control. 

 

Figura 4.29. Diagrama de un ensayo ELISA de tipo sándwich. Imagen elaborada a partir del protocolo. 

 

 MEDIDA DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA DE PP2A 

La medida de la actividad fosfatasa de PP2A se realizó con el kit comercial PP2A 

Immunoprecipitation Phosphatase Assay de Merck Millipore. Este kit consiste en la 

determinación del fosfato inorgánico liberado por la acción de la PP2A que contienen 
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las muestras sobre un fosfopéptido sintético que presenta una treonina fosforilada. El 

fosfato liberado reacciona con el reactivo verde de malaquita, generando un compuesto 

de color verde cuya absorbancia se mide a 630 nm. Para cuantificar la actividad de la 

PP2A en las muestras, se preparó una curva estándar utilizando concentraciones 

conocidas de fosfato inorgánico, lo que permitió determinar la concentración de fosfato 

presente en las muestras de interés. 

Antes de iniciar el ensayo, se realizaron medidas para asegurar la ausencia de 

contaminación por fosfato en todos los reactivos. Para ello, se empleó agua Milli-Q para 

preparar el tampón de extracción y la solución salina tamponada con Tris (TBS, Tris 

buffered saline) como tampón de lavado. Además, se tomaron pequeñas muestras de 

cada reactivo y se mezclaron con 100 μl de solución de trabajo verde de malaquita para 

verificar la ausencia de cambio de color hacia verde. 

Preparación de las disoluciones de verde de malaquita y fosfopéptido 

La solución de trabajo verde de malaquita (solución AB) se preparó combinando 10 

μl de la solución B (aditivo) por cada 1 ml de la solución A (verde de malaquita). Por otro 

lado, la disolución del fosfopéptido K-R-pT-I-R-R se preparó disolviendo 1 mg del 

péptido en 1.1 ml de agua destilada, obteniendo así una disolución con una 

concentración de 1 mM. 

Preparación de la curva estándar de fosfato 

Se prepararon las diluciones patrón de fosfato inorgánico mediante la mezcla de 125 

μl de la solución de fosfato inorgánico (solución C) con 1125 μl de agua Milli-Q, 

obteniendo una disolución madre de fosfato inorgánico con una concentración de 0.1 

mM. A partir de esta disolución madre, se prepararon diferentes diluciones que 

abarcaran un rango de 0 a 2000 picomoles de fosfato en 25 μl de disolución. Para ello, 

se prepararon 10 diluciones cogiendo desde 0 a 200 μl de la disolución madre de fosfato 

inorgánico 0.1 mM y completando con agua Milli-Q hasta un volumen final de 250 μl.  

Se agregaron 25 μl de las diluciones a cada pocillo de la placa de 96 pocillos. En los 

pocillos designados como blanco se añadieron 25 μl de agua destilada. Todas las 

medidas se realizaron por duplicado. Luego, se pipetearon 100 μl de la solución AB a 

cada pocillo. La placa se agitó suavemente y se incubó a temperatura ambiente durante 

15 minutos. Posteriormente, se midió la absorbancia a 630 nm utilizando un lector de 

placas. Se calculó la media de cada par de valores obtenidos y se restó el valor del 

blanco. Se realizó una curva estándar utilizando los picomoles de fosfato en el eje de 

abscisas y la absorbancia en el eje de ordenadas. 
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Preparación de las muestras 

Se cultivaron las células en frascos y se sometieron a determinados tratamientos 

durante el tiempo requerido. En el día del ensayo, se procesaron las muestras con el 

cuidado necesario para minimizar la contaminación por fosfato inorgánico. Para ello, los 

frascos se lavaron dos veces con una solución de NaCl al 0.9% en agua. 

Posteriormente, se agregaron 500 μl de un tampón de extracción compuesto por Tris-

HCl 50 mM (pH 7.5), NaCl 250 mM, EDTA 3 mM, EGTA 3 mM, Triton-X100 al 1% y NP-

40 al 0.5%, sin inhibidores de fosfatasas.  

Los extractos celulares fueron sonicados en hielo durante 4 ciclos de 10 segundos y 

luego centrifugados a 2000 × g durante 5 minutos. Los sobrenadantes resultantes se 

recolectaron en viales limpios y estériles, y se guardaron en hielo hasta su uso. Se tomó 

una muestra de cada sobrenadante y se determinó su concentración de proteína 

utilizando el método de Bradford. 

Inmunoprecipitación de PP2A y ensayo enzimático 

De cada lisado celular se cogió un volumen equivalente a 800 μg de proteína y se 

incubó en un vial junto con 4 μl (4 μg) de anticuerpo anti-PP2A y 30 μl de una suspensión 

de esferas de agarosa unidas a proteína A. Para alcanzar un volumen final de 500 μl, 

se añadió el volumen de tampón de ensayo pNPP Ser/Thr correspondiente. Las 

muestras se incubaron durante 2 horas a 4ºC en una rueda giratoria. Posteriormente, 

se realizaron 4 lavados, donde las muestras se centrifugaron brevemente para 

sedimentar la agarosa y se eliminó el sobrenadante, reemplazándolo con nuevo tampón. 

Los tres primeros lavados se realizaron con 700 μl de TBS y el último lavado con 500 μl 

tampón de ensayo pNPP Ser/Thr. Después del último lavado, se agregaron 60 μl de 

dilución de fosfopéptido y 20 μl de tampón de ensayo pNPP Ser/Thr, y se incubó durante 

1 hora a 30ºC para permitir que la enzima PP2A de las muestras, inmovilizada en las 

esferas de agarosa, hidrolizara el grupo fosfato del fosfopéptido. Una vez terminada la 

incubación, se centrifugó brevemente y se transfirieron 25 μl de cada muestra por 

duplicado a diferentes pocillos de una placa de 96 pocillos. A continuación, se añadieron 

100 μl de solución AB a cada pocillo, se agitó suavemente y se incubó durante 15 

minutos para permitir la visualización del color verde. La absorbancia se midió a 630 nm 

utilizando el lector de placas SpectraMax 340PC384 de Molecular Devices. Se calculó 

la media de los duplicados y se determinó la concentración de cada muestra utilizando 

la curva estándar que se realizó previamente. 
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 CUANTIFICACIÓN DE AUTOFAGOSOMAS 

La proteína LC3B desempeña un papel esencial en la autofagia. Normalmente, esta 

proteína se encuentra en el citosol, pero cuando se une al lípido fosfatidiletanolamina, 

LC3B se asocia con el fagóforo, permitiendo la formación del autofagosoma. Por tanto, 

esta localización de LC3B se utiliza como un marcador general de las membranas 

autofágicas. 

Los autofagosomas se cuantificaron utilizando el LC3B Antibody Kit for Autophagy de 

Thermo Scientific, cuyo protocolo fue optimizado para microscopía de fluorescencia. Las 

células fueron tratadas en diferentes condiciones experimentales o en combinación con 

difosfato de cloroquina (30-100 μM). El difosfato de cloroquina, utilizado como control 

positivo, es una sustancia que interrumpe el flujo autofágico normal al afectar el pH 

lisosomal, lo que provoca la acumulación de autofagosomas. Se utilizó el colorante 

CellTrace CFSE (Thermo Scientific) para teñir de verde las células, ya que atraviesa 

fácilmente la membrana plasmática y se une de manera covalente a todas las aminas 

libres en la superficie y el interior de las células. A continuación, estas fueron fijadas con 

formaldehído al 3.7% en PBS y permeabilizadas con Triton-X100 al 0.2% en PBS, 

ambos pasos realizados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Entre medias, las 

células fueron lavadas tres veces con PBS. A continuación, las células fueron incubadas 

con 0.5 μg/ml del anticuerpo primario anti-LC3B durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Después de lavar las células con PBS, se realizó la incubación con el anticuerpo 

secundario conjugado con un fluoróforo. Para cada muestra, se tomaron imágenes de 

cinco campos diferentes utilizando un microscopio de fluorescencia. Finalmente, se 

calculó el número de autofagosomas/100 células.  

 MEDIDA DE KRAS ACTIVADO 

Para evaluar el nivel de activación de la proteína KRAS se utilizaron los kits Ras 

Activation Assay (Cell Biolabs, Inc.) y Ras Activation ELISA Assay (Merck Millipore), 

siguiendo las instrucciones proporcionadas.  

En el primer kit se utilizan perlas de agarosa visibles para precipitar selectivamente 

la forma activa de la proteína KRAS. A continuación, esta pequeña GTPasa precipitada 

se detecta mediante Western blot utilizando un anticuerpo específico de la proteína 

diana. Para realizar el procedimiento, las células fueron lisadas añadiendo 1 ml de 

tampón de ensayo (25 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP‐40, 10 mM MgCl2, 1 

mM EDTA, 2% glicerol) e incubando durante 15 minutos en hielo. Los lisados fueron 

centrifugados a 14000 × g durante 10 minutos a 4ºC y se recolectó el sobrenadante.  
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Se cogieron 500 µl de cada muestra y se añadieron 500 µl de tampón de ensayo para 

obtener un volumen final de 1 ml. En cada muestra se tomaron dos alícuotas adicionales 

donde se añadieron los reactivos GTPγS y GDP como controles positivo y negativo, 

respectivamente. Luego, se añadieron 40 µl de la suspensión de microesferas Raf-1 

RBD agarose a cada tubo. Los tubos se incubaron a 4ºC durante 1 hora con agitación 

suave en una rueda giratoria. Después de la incubación, se precipitaron las microesferas 

mediante centrifugación durante 10 segundos a 14000 × g. A continuación, se realizaron 

tres lavados de las microesferas con 500 µl de tampón de ensayo, seguidos de 

centrifugación y aspiración en cada lavado. Después del último lavado, se eliminó todo 

el sobrenadante con cuidado. El precipitado de microesferas se resuspendió en 50 µl 

de tampón de muestra desnaturalizante. Seguidamente, las muestras se hirvieron a 

96ºC durante 5 minutos y se centrifugaron durante 10 segundos a 14000 × g con el fin 

de eluir la proteína KRAS de las microesferas. De esta forma, se analizó la forma activa 

de la proteína KRAS mediante Western blot utilizando un anticuerpo primario específico 

frente a dicha proteína y un anticuerpo conjugado con HRP.  

El segundo kit, de tipo ELISA, está diseñado para detectar la presencia de RAS 

activado. El ensayo se basa en la interacción entre RAS y el dominio de unión a RAS 

(RBD, RAS binding domain) de la quinasa Raf-1, cuando se encuentra en su estado 

activo unido a GTP (RAS-GTP). Se utiliza un complejo Raf-1-RBD recombinante que se 

une a los pocillos de una placa ELISA de 96 pocillos recubierta de glutatión. Esto permite 

capturar específicamente el RAS activo, eliminando el RAS inactivo unido a GDP. El 

RAS activo capturado se detecta mediante la adición de un anticuerpo específico anti-

RAS. La detección se realiza mediante un anticuerpo secundario conjugado con HRP. 

Las señales se midieron utilizando un lector de placas FLUOstar Omega (BMG Labtech). 
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4.4. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

4.4.1.1. Extracción y purificación de ADN genómico 

Para realizar la extracción y purificación del ADN genómico a partir de células en 

cultivo se utilizó el kit comercial Tissue gDNA Isolation de NZYTech (Figura 4.30). Este 

kit incluye reactivos para la lisis celular y la digestión de proteínas y ARN, así como 

columnas de purificación con membranas de sílice que retienen el ADN y favorecen la 

eliminación de impurezas mediante lavados con diferentes tampones. Esta técnica 

permite hacer estudios de genotipado, PCR, qPCR y secuenciación, entre otros.  

Preparación de los lisados 

Las células se cultivaron y se sometieron a los tratamientos correspondientes. En el 

día de la extracción del ADN genómico, las células fueron tratadas con tripsina y se 

preparó una suspensión de células en 200 μl de PBS. A cada tubo, que contenía 200 μl 

de la suspensión celular, se le agregaron 25 μl de proteinasa K y 10 μl de ARNasa A. 

Los tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Luego, se añadieron 200 μl de un tampón de lisis, se agitaron nuevamente y 

se incubaron a 56°C durante 10-15 minutos para facilitar la digestión de las proteínas y 

el ARN. Después de la incubación, se agregaron 210 μl de etanol al 100% para favorecer 

la unión del ADN a la membrana de la columna de purificación, y los tubos se agitaron 

en un agitador tipo vórtex durante 5-10 segundos para obtener una solución 

homogénea. 

Unión del ADN a la membrana de purificación 

Se utilizó una columna de purificación que se introdujo dentro de un vial estéril de 2 

ml. La muestra acumulada hasta ese momento (aproximadamente 650 μl) se añadió a 

la columna y los tubos se centrifugaron a 11000 × g durante 1 minuto a temperatura 

ambiente. El líquido resultante, junto con el tubo, se descartó, y la columna se transfirió 

a un nuevo tubo colector. 

Lavados del ADN 

A cada columna se agregaron 500 μl de tampón de lavado 1, y los tubos se 

centrifugaron a 11000 × g durante 1 minuto a temperatura ambiente. De nuevo, el eluido 

resultante junto con el tubo se desechó, y la columna se colocó en un tubo colector 

estéril. Luego, se añadieron 600 μl de tampón de lavado 2, el cual debe contener etanol, 
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a cada columna, y los tubos se centrifugaron a 11000 × g durante 1 minuto a temperatura 

ambiente para eliminar cualquier residuo de etanol de la membrana. El tubo junto con el 

eluido se descartó, y las columnas se colocaron en un nuevo y limpio tubo de 2 ml. 

Elución del ADN 

A cada columna se agregaron 50 μl de agua ultrapura libre de nucleasas, asegurando 

que el líquido caía en el centro de la membrana. Los tubos se incubaron durante 1 

minuto a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 11000 × g durante 2 minutos. 

Los viales de 1.5 ml que contenían el ADN genómico purificado se almacenaron a -20ºC 

hasta su uso. 

 

Figura 4.30. Diagrama del proceso de purificación de ADN. Imagen elaborada a partir del protocolo. 

 

4.4.1.2. Extracción y purificación de ARN total 

Se empleó el kit comercial Total RNA Isolation de NZYTech para la extracción y 

purificación del ARN total a partir de células en cultivo (Figura 4.31), con el objetivo de 

estudiar los niveles de expresión de determinados genes en los diferentes tratamientos. 

Este método nos permitió purificar el ARN de cada muestra para su posterior conversión 

en ADN. 

Preparación de los lisados y adición de etanol 

Primero se retiró el medio de cultivo de las células sembradas en placas de 6 pocillos 

y tras un lavado con PBS, se agregaron 350 μl de un tampón de lisis y 3.5 μl de β-

mercaptoetanol a cada pocillo. El lisado celular se recolectó y se añadió sobre una 

columna de homogeneización que estaba colocada dentro de un tubo colector de 2 ml. 

Se llevó a cabo una centrifugación de 11000 × g durante 1 minuto y se desechó la 

columna, ya que el ARN estaba en el eluido resultante. A continuación, se añadieron 

350 μl de etanol al 70% a cada tubo, con el fin de precipitar los ácidos nucleicos.  
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Unión del ARN a la membrana de purificación y digestión de ADN 

La mezcla se resuspendió bien y se transfirió a una columna de purificación de ARN, 

la cual estaba insertada en un tubo colector de 2 ml. La centrifugación se realizó a 11000 

× g durante 30 segundos, se descartó el volumen eluido y se repitió la operación 

añadiendo 350 μl de un tampón de unión a la membrana. Tras eliminar el líquido 

resultante, se añadieron 95 μl de una mezcla de digestión a cada columna con el fin de 

de eliminar el ADN presente en las muestras. Por cada 100 μl de esta mezcla se 

necesitan 10 μl de ADNasa I y 90 μl de tampón de digestión. Las muestras fueron 

incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Lavados del ARN 

Tras la incubación de las muestras con el tampón de digestión, se añadieron 200 μl 

de tampón de lavado I a la columna y se centrifugó durante 1 minuto a 11000 × g. Se 

descartó el eluido, se agregaron 600 μl de tampón de lavado II, que debe contener etanol 

absoluto, y se centrifugó en las mismas condiciones. Luego, se descartó el eluido y se 

repitió el lavado con 250 μl del tampón de lavado II. Después de desechar el eluido 

resultante, se centrifugó de nuevo a 11000 × g durante 1 minuto para secar la membrana 

con el ARN unido. Se descartó el tubo colector y la columna se colocó en un tubo estéril 

de 1.5 ml.  

Elución del ARN 

A continuación, se añadieron 40-60 μl de agua libre de ARNasas y se dejó incubar 

durante 1 minuto. Transcurrido este tiempo, se centrifugó a 11000 × g durante 1 minuto 

para eluir el ARN que estaba unido a la membrana, y el tubo con el ARN purificado se 

almacenó a -80ºC hasta su uso. 

 

Figura 4.31. Diagrama del proceso de extracción y purificación de ARN total. Imagen elaborada a partir del 

protocolo. 
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 RETROTRANSCRIPCIÓN 

La retrotranscripción (RT) es un proceso bioquímico mediante el cual se sintetiza una 

cadena de ADN complementaria a partir de una molécula de ARN de cadena sencilla 

(Figura 4.32). Esta reacción es catalizada por una enzima llamada retrotranscriptasa, 

que utiliza el ARN como molde para generar el ADN complementario, conocido como 

ADNc. En esta Tesis Doctoral, la RT ha sido empleada con frecuencia para analizar e 

investigar los niveles de expresión de los genes presentes en las células tratadas con 

diferentes condiciones. 

Para ello, se utilizó el kit comercial First-Strand cDNA Synthesis de NZYTech. 

Dependiendo de la concentración inicial de ARN, se añadió el volumen de muestra 

correspondiente a 1 μg de ARN total (entre 2 y 8 μl) a un tubo de reacción. Además, se 

agregaron 10 μl de una mezcla de reacción 2X (oligonucleótidos aleatorios, MgCl2 y 

dNTPs), 2 μl de enzima ADNasa y, en caso necesario, se completó el volumen hasta 20 

μl con agua libre de ARNasas. La mezcla se mezcló suavemente y se incubó durante 

10 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se incubó a 50ºC por un tiempo de 

30 minutos en un termociclador Mastercycler personal de Eppendorf (Figura 4.32). 

Transcurrido ese tiempo, se detuvo la reacción por calor a 85ºC durante 5 minutos y 

posteriormente, se añadió 1 μl ARNasa H y se incubó a 37ºC durante 20 min para 

eliminar el enlace de ARN con el ADNc. Finalmente, el producto de ADNc fue 

almacenado a -20ºC. 

    

Figura 4.32. Esquema del proceso de retrotranscripción (izquierda) y termociclador Mastercycler personal 

de Eppendorf (derecha). La imagen del esquema (izquierda) ha sido elaborada a partir del protocolo, 

mientras que la imagen del termociclador ha sido tomada en nuestro laboratorio. 
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 ANÁLISIS DE CANTIDAD Y CALIDAD DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

Una de las ventajas de los ácidos nucleicos es la capacidad de absorber luz UV 

debido a las bases nitrogenadas aromáticas presentes en su estructura. Normalmente, 

se considera que la máxima absorción de una molécula de ácido nucleico ocurre a una 

longitud de onda de 260 nm, y esta medida nos permite determinar su concentración. 

Para evaluar la concentración y pureza del ARN en las muestras de ARN total purificado 

y del ADN en las muestras de ADN genómico purificado y de ADNc, se utilizó la técnica 

de espectrofotometría mediante el aparato NanoDrop 2000 de Thermo Scientific (Figura 

4.33). 

 

Figura 4.33. Dispositivo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Imagen tomada en nuestro laboratorio. 

 

Para determinar la concentración y pureza de los ácidos nucleicos presentes en las 

muestras, se colocó 1 μl de muestra sobre el pedestal del aparato y se bajó el brazo 

superior. En el programa del dispositivo se seleccionó el tipo de material de trabajo, ya 

sea ADN de cadena sencilla, ADN de cadena doble o ARN. El programa proporcionó 

los siguientes resultados: la absorbancia a 260 nm (A260), la relación A260/A280, la relación 

A260/A230, y la concentración de ARN o ADN correspondiente al valor de A260. Estos 

parámetros nos permitieron evaluar la cantidad y calidad de los ácidos nucleicos en las 

muestras. 

Una muestra se considera que tiene una buena pureza cuando la relación A260/A280 

está en el rango de 1.8 a 2. Un valor inferior a este rango indica la presencia de proteínas 

en la muestra. Por otro lado, la relación A260/A230 debe estar entre 1.8 y 2.2. Si el valor 

es menor, indica la presencia de contaminantes que absorben cerca de 230 nm, como 

fenoles, guanidina y otros compuestos procedentes de los procesos de extracción y 

purificación. 
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 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa, también conocida como PCR (polymerase 

chain reaction) permite amplificar un fragmento específico de ADN, ya sea de cadena 

sencilla o doble, generando millones de copias del mismo. Estas copias amplificadas 

pueden ser utilizadas en una amplia variedad de aplicaciones como secuenciación, 

mutagénesis y alelotipado. 

La amplificación de un fragmento de ADN mediante PCR requiere la presencia de 

cuatro componentes clave. En primer lugar, se necesitan cebadores específicos 

diseñados para el fragmento de ADN que se desea amplificar. Además, se requiere una 

enzima ADN polimerasa capaz de funcionar a altas temperaturas. Asimismo, se utiliza 

una mezcla que contiene los cuatro desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), que son los 

precursores moleculares utilizados en la síntesis de ADN. Por último, se utiliza el 

termociclador, un equipo programable que permite controlar y repetir ciclos de 

temperatura necesarios para la amplificación del ADN. 

Los cebadores, también conocidos como primers, son secuencias cortas de ADN de 

cadena sencilla que tienen una longitud de 18-24 pares de bases. Estos cebadores 

están diseñados de manera que su secuencia sea complementaria a los extremos del 

fragmento de ADN que se desea amplificar. Al unirse a su secuencia complementaria, 

los cebadores proporcionan extremos 3' libres, donde la enzima ADN polimerasa puede 

agregar nuevos dNTPs de forma complementaria a la hebra que se está amplificando. 

El cebador que se une al extremo 5' del fragmento de ADN se conoce como cebador 

sentido o forward, mientras que el que se une al extremo 3' se conoce como cebador 

antisentido o reverse. 

Las enzimas ADN polimerasas utilizadas en las reacciones de PCR son enzimas 

termoestables, por lo que son capaces de funcionar a altas temperaturas sin 

desnaturalizarse. En esta Tesis Doctoral, se utilizó la Taq polimerasa, obtenida de la 

bacteria termófila Thermus aquaticus. Para el funcionamiento de este tipo de enzimas 

se requiere un tampón que contenga iones Mg2+ y un pH adecuado. 

La PCR consiste en la repetición de ciclos de temperatura para llevar a cabo procesos 

breves de síntesis de ADN mediante la acción de la enzima ADN polimerasa. Cada ciclo 

consta de tres etapas: desnaturalización, alineamiento y elongación (Figura 4.34). 

Durante la etapa de desnaturalización, las dos hebras del ADN se separan debido a una 

alta temperatura, generalmente alrededor de 94ºC. En la fase de alineamiento o 

hibridación, la temperatura disminuye hasta alcanzar un nivel lo suficientemente bajo 
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para permitir que los cebadores se unan específicamente a sus secuencias diana, pero 

lo suficientemente alta como para evitar su unión a cualquier otra secuencia no 

específica. Esta temperatura varía entre 35-60ºC y depende de la longitud y contenido 

de pares GC de los cebadores utilizados. Por último, en la fase de elongación o 

polimerización, la polimerasa sintetiza nuevas hebras de ADN complementarias al 

molde, utilizando los cebadores como punto de partida desde el extremo 3'. La 

temperatura de esta fase depende de la temperatura óptima de funcionamiento de la 

polimerasa utilizada. En este caso, la Taq polimerasa tiene una temperatura óptima 

alrededor de 72ºC. Este ciclo de tres etapas se repite unas 20-35 veces con el fin de 

obtener una gran cantidad de copias de una región específica de interés del ADN. Para 

realizar este proceso, se utiliza el termociclador, ya que permite programar el tiempo y 

la temperatura necesarios para cada uno de los ciclos requeridos. 

 

Figura 4.34. Diagrama de las etapas secuenciales durante el proceso de PCR. F cebador: cebador sentido. 

R cebador: cebador antisentido. Imagen elaborada a partir del fundamento de la técnica. 

 

4.4.4.1. PCR convencional 

En esta Tesis Doctoral, se utilizó la técnica de PCR convencional para amplificar los 

fragmentos de ADN que son objetivo de los ARN guía (ARNg) en los sistemas 

CRISPR/Cas9 utilizados. Estos fragmentos amplificados fueron posteriormente 

secuenciados mediante la técnica de Sanger con el fin de confirmar la presencia de una 

mutación de pérdida de función después de aplicar la técnica de CRISPR/Cas9. 

Para realizar la amplificación del ADN diana, se añadió un volumen equivalente a 

0.5-1 μg de ADN genómico previamente purificado a un tubo de PCR, y se ajustó a 8 μl 

con agua ultrapura libre de nucleasas. Luego, se agregaron 1 μl de cebador forward y 1 

μl de cebador reverse (con una concentración final de 0.2 μM para cada uno), 14 μl y 

25 μl de la mezcla AmpliTaq Gold 360 Master Mix de Life Technologies, dando lugar a 

un volumen final de 50 μl. La mezcla AmpliTaq Gold 360 Master Mix es un tampón 

comercial optimizado para reacciones de PCR, que incluye la Taq polimerasa, los 4 

dNTPs e iones Mg2+. El tubo se agitó y se centrifugó unos segundos para asegurar que 

todo el volumen estuviera en el fondo. Se utilizó un tubo de control negativo en el que 
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se sustituyó el volumen de ADN por agua, para verificar que no había contaminación de 

ADN de otra fuente en ninguno de los reactivos. Los tubos correspondientes a las 

diferentes muestras se colocaron en el termociclador y se programaron unas 

determinadas condiciones (Figura 4.35). Los cebadores específicos que se utilizaron 

aparecen detallados en la sección de CRISPR/Cas9 de esta Tesis Doctoral (apartado 

4.4.10. SILENCIAMIENTO GÉNICO ESTABLE MEDIANTE CRISPR/Cas9). Una vez 

que finalizado el proceso de amplificación, se cogió una pequeña alícuota de cada 

muestra para confirmar el tamaño correcto del amplicón mediante electroforesis en gel 

de agarosa. Las muestras se conservaron a -20ºC. 

 

Figura 4.35. Esquema de las condiciones empleadas para los experimentos de PCR convencional. Imagen 

elaborada a partir del protocolo. 

 

4.4.4.2. PCR cuantitativa, PCR en tiempo real o qPCR 

La PCR cuantitativa, también conocida como PCR en tiempo real o qPCR (q: 

quantitative), es una variante de la técnica de PCR convencional que permite la 

detección y cuantificación del producto amplificado de PCR mediante el uso de 

fluoróforos cuya emisión de fluorescencia es proporcional a la cantidad de producto 

generado. Se pueden emplear agentes intercalantes como SYBR Green I (Figura 4.36), 

que se une al ADN de doble cadena y aumenta considerablemente su fluorescencia 

(hasta mil veces), o bien sondas (oligonucleótidos) específicas marcadas con un 

fluoróforo, conocidas como sondas TaqMan. Los agentes intercalantes son económicos 

y fáciles de usar, pero presentan la desventaja de tener una falta de especificidad, ya 

que pueden unirse tanto a los productos de amplificación específicos como a los 

dímeros de cebadores (primer dimers) que pueden formarse durante la PCR. Para evitar 

esto, es necesario optimizar las condiciones de reacción y diseñar cuidadosamente los 

cebadores para evitar que se apareen entre sí.  
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Figura 4.36. Aumento de fluorescencia del compuesto SYBR Green I tras su unión al ADN de doble cadena. 

Imagen elaborada a partir del fundamento de la técnica. 

 

Durante la realización de esta Tesis Doctoral, se utilizó el equipo QuantStudioTM 5 

Flex de Applied Biosystems, disponible en la Sección de Biología Molecular de la UM 

(Figura 4.37), el cual tiene unos sensores que miden la fluorescencia después de cada 

ciclo de amplificación, lo que permite realizar la detección en tiempo real. 

La PCR cuantitativa, en combinación con la técnica de retrotranscripción (RT), se 

utiliza para evaluar los niveles de expresión génica, y esta combinación de técnicas se 

conoce como RT-PCR. La cuantificación de la expresión génica puede ser absoluta, 

mediante la construcción de una curva de calibración, o relativa, comparando el nivel de 

expresión del gen de interés con el nivel de expresión de un gen de referencia (gen de 

control). Los genes de referencia comúnmente utilizados son β-actina o GAPDH, ya que 

su nivel de expresión se mantiene constante de manera independiente a las condiciones 

experimentales.  

La cuantificación relativa se basa en los modelos ΔCt y ΔΔCt. El ciclo de PCR en el 

que la fluorescencia supera el umbral de detección determinado por el sensor se 

denomina ciclo Ct (Figura 4.37). El valor de Ct es menor cuanto mayor es la cantidad 

inicial del ADN de interés en la muestra. 

    

Figura 4.37. Equipo QuantStudioTM 5 Flex (izquierda) y representación de una curva de amplificación 

obtenida en una PCR en tiempo real (derecha). La imagen del dispositivo (izquierda) ha sido tomada en la 

Sección de Biología Molecular de la UM, mientras que la imagen de la curva de Ct ha sido elaborada a 

partir del fundamento de la técnica. 
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El modelo ΔCt compara el valor de Ct del gen de interés con el valor de Ct del gen 

de referencia, de la siguiente manera: 

∆𝐶𝑡 = 𝐶𝑡 (𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠) − 𝐶𝑡(𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎) 

Aceptando que la eficiencia de amplificación de la PCR es del 100%, entonces: 

2−∆𝐶𝑡 = 𝑛° 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑎 𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 

El ΔCt de un gen en una muestra se puede comparar con el ΔCt del mismo gen en 

otra muestra utilizando el modelo ΔΔCt. De esta manera, se obtiene que: 

∆∆𝐶𝑡 = ∆𝐶𝑡(𝑐𝑜𝑛𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) − ∆𝐶𝑡(𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜) 

siendo 2−∆∆𝐶𝑡 = 𝑛° 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑐𝑒𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑣𝑎𝑟í𝑎 𝑙𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑛 𝑔𝑒𝑛 𝑒𝑛 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 

 𝑎 𝑢𝑛 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑎𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 

El valor de 2-ΔΔCt será positivo si el tratamiento induce un aumento de la expresión 

del gen de interés y negativo si provoca su disminución. 

En definitiva, para cada muestra, se normaliza el valor de Ct del gen de interés 

utilizando el modelo ΔCt. Después de normalizar la expresión en cada muestra, se 

comparan las muestras utilizando el modelo ΔΔCt. 

Para llevar a cabo estos experimentos, se utilizaron placas de 96 pocillos, donde 

cada muestra, definida por un ADN específico y una pareja de cebadores para la 

amplificación de un gen particular, se procesa por triplicado utilizando 3 pocillos que 

contienen las mismas cantidades de ADN, cebadores y reactivos. En cada pocillo de la 

placa se añadieron 2 μl de la mezcla de cebadores (forward y reverse), 8 μl de dilución 

de ADN y 10 μl de Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Esta última 

mezcla, suministrada por la Sección de Biología Molecular de la UM, es un kit comercial 

que contiene los reactivos necesarios para la amplificación, incluyendo la enzima ADN 

polimerasa AmpliTaq Gold, los 4 tipos de dNTPs, el fluorocromo SYBR Green I y el 

fluoróforo ROX, utilizado como referencia pasiva. Para evitar la evaporación de las 

muestras durante el proceso, la placa se selló con una película adhesiva. 

Posteriormente, se realizó una centrifugación durante 1 minuto a 1500 rpm para 

asegurar que todo el volumen se concentrara en el fondo de cada pocillo. Cabe destacar 

que las diluciones de ADN y cebadores se preparan siempre en agua ultrapura, estéril 

y libre de nucleasas. Los tubos utilizados también son estériles y libres de nucleasas. 
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Los cebadores se prepararon a una concentración de 10 μM en agua. Para cada 

reacción de qPCR (pocillo), se necesitó 1 μl de cebador forward y 1 μl de cebador 

reverse. Atendiendo al número de reacciones, se preparó en un tubo el mismo volumen 

de ambos cebadores para que posteriormente solo fuera necesario pipetear 2 μl de esta 

mezcla en cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Los cebadores utilizados en esta Tesis 

Doctoral fueron diseñados con el programa Primer3web version 4.1.0 y fueron 

sintetizados por Life Technologies/Thermo Scientific.  

Las muestras de ADN se diluyeron en agua en una proporción que varía entre 1:10 

y 1:100, siendo la dilución 1:25 la más utilizada. Se requieren 8 μl de una dilución de 

ADN para cada reacción de qPCR (pocillo), por lo que el volumen necesario se preparó 

de acuerdo con el número de reacciones que se realizaron en cada caso. El ADN puede 

derivarse de una retrotranscripción (ADNc) o ser ADN purificado de una reacción de 

ChIP.  

Una vez sellada y centrifugada, la placa se introdujo en el equipo de medida y se 

diseñó el programa de amplificación, que consistió en tres etapas (Figura 4.38). 

Primera etapa (calentamiento inicial): Se configuró un calentamiento inicial de 10 

minutos a 95ºC para la activación de la enzima ADN polimerasa, AmpliTaq Gold. Esta 

enzima es de tipo hot start, lo que significa que requiere un calentamiento a alta 

temperatura para que pueda activarse. De esta forma, se minimiza el riesgo de 

amplificaciones inespecíficas durante la reacción. 

Segunda etapa (ciclos de alineamiento y extensión): Una vez activada la enzima, se 

establecieron 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos seguidos de 60ºC durante 1 

minuto. Durante esta etapa, se produjo el alineamiento de los cebadores con los 

fragmentos de ADN y la extensión de los mismos. 

Tercera etapa (curva de desnaturalización): Por último, se llevaron a cabo cuatro 

pasos de calentamiento secuenciales. Estos consistieron en calentar a 95ºC durante 15 

segundos, luego a 60ºC durante 1 minuto, seguido por 95ºC durante 30 segundos y 

finalmente 60ºC durante 15 segundos. Esta etapa tiene como objetivo obtener la curva 

de desnaturalización del producto de amplificación y determinar su temperatura de 

fusión o Tm (melting temperature). La curva de desnaturalización se obtiene al 

representar gráficamente la intensidad de fluorescencia en función de la temperatura. A 

medida que aumenta la temperatura, las hebras de ADN se desnaturalizan y la emisión 

de fluorescencia del SYBR Green I disminuye. La temperatura a la cual el 50% de la 

molécula de ADN está desnaturalizada se denomina Tm. Cada producto de amplificación 

tiene una curva de desnaturalización y una Tm característica que depende de su longitud 



Román Martí Díaz  Técnicas e instrumentación 

 

197 
 

y composición de bases. Por tanto, realizar esta etapa permite verificar, en general, la 

especificidad de la amplificación. 

 

Figura 4.38. Esquema de las condiciones empleadas para los experimentos de PCR en tiempo real. Imagen 

elaborada a partir del protocolo. 

 

Al finalizar el programa, se verificó que las curvas de desnaturalización se ajustaran 

a las expectativas previas y se procedió al análisis del nivel de expresión de cada 

producto de amplificación utilizando los modelos ΔCt y ΔΔCt. Mediante estos modelos, 

se compararon los valores de Ct obtenidos para cada gen de interés, permitiendo 

evaluar las diferencias en la expresión génica entre las muestras con los diferentes 

tratamientos. Se utilizó el programa QuantStudio_Design_And_Analysis.  

 ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS EN GEL DE AGAROSA 

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica ampliamente utilizada para el 

análisis y la caracterización de moléculas de ácidos nucleicos por su sencillez y eficacia. 

Esta técnica presenta múltiples aplicaciones, como la detección de los productos de una 

reacción de PCR o la evaluación de la fragmentación de la cromatina. 

Preparación del gel y el tampón 

Se preparó una solución de tampón TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8.5) 

en una cantidad de 800 ml con agua destilada. Paralelamente, se pesaron entre 2-3 g 

de agarosa en un matraz, dependiendo del porcentaje que queramos usar para separar 

lo mejor posible nuestros fragmentos de ADN, y se disolvieron en 100 ml de tampón 

TAE mediante calor con un microondas. Después, se enfrió el matraz rápidamente hasta 

alcanzar una temperatura de aproximadamente 50°C. A continuación, se añadieron 5 μl 

de bromuro de etidio (10 mg/ml) al matraz y se homogeneizó la mezcla. El contenido del 

matraz se vertió en un molde para gel de agarosa, colocando el peine en la zona del 

cátodo, y se dejó polimerizar unos 20 minutos, evitando la formación de burbujas. Una 

vez que el gel estuvo polimerizado, se retiró el peine y se introdujo el gel en la cubeta, 

vertiendo el resto de tampón TAE en la misma (700 ml). 
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Preparación de las muestras 

Se tomaron 15-20 μl de la muestra de ADN y se mezclaron con 3 μl de un tampón de 

carga que contenía sacarosa al 40% (p/v), Orange G al 0.25% (p/v), EDTA a 10 mM y 

SDS a 100 mM. La sacarosa se utilizó para aumentar la densidad de la muestra y facilitar 

su carga en el pocillo, mientras que el colorante Orange G se empleó para visualizar el 

progreso de la electroforesis. 

Para los marcadores de tamaño, se utilizó el Step ladder 50 bp de Sigma. Se tomó 

una alícuota de 5 μl de los marcadores y se mezcló con 1 μl del tampón de carga. Estos 

marcadores consisten en 17 fragmentos de ADN de extremos romos, con tamaños que 

varían desde 50 hasta 3000 pares de bases. 

Desarrollo de la electroforesis 

Se colocaron tanto los marcadores como las muestras en los pocillos 

correspondientes. A continuación, se cubrió la cubeta y se conectaron los electrodos a 

la fuente de corriente. Se estableció un voltaje constante de 120 voltios y se dejó que la 

electroforesis se desarrollara durante 50-60 minutos. 

Visualización y cuantificación 

Las bandas de ADN fueron visualizadas utilizando Molecular Imager ChemiDoc 

XRS+ de BioRad, el mismo dispositivo de análisis de imagen que utilizábamos para 

visualizar las bandas de proteínas en el Western blot. En este caso, el equipo fue 

configurado para detectar la señal del bromuro de etidio. 

 INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA (ChIP) 

La técnica de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP, chromatin 

immunoprecipitation) se utiliza para determinar la interacción de una proteína específica 

con una región particular del genoma. Esta técnica es especialmente útil para estudiar 

la unión de proteínas al ADN, como histonas, factores de transcripción y proteínas de 

remodelado de la cromatina. En este sentido, mediante la ChIP, es posible identificar 

las regiones del genoma con las que estas proteínas interactúan. 

Durante el desarrollo de esta técnica se distinguen varias etapas (Figura 4.39). En 

primer lugar, se utiliza formaldehído para fijar las uniones entre el ADN y sus proteínas 

asociadas. A continuación, la cromatina fijada se fragmenta mediante sonicación. Los 

fragmentos resultantes se incuban con un anticuerpo primario específico para la 

proteína de interés con el fin de obtener aquellos fragmentos que contienen tanto la 

proteína de interés como el ADN asociado a ella. Posteriormente, se rompen las 
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interacciones entre las proteínas y el ADN, y se purifican los fragmentos de ADN. Estos 

fragmentos pueden amplificarse mediante técnicas como PCR o qPCR, utilizando 

cebadores específicos, así como someterse a secuenciación. Cuando se realiza la 

secuenciación masiva de todos los fragmentos de ADN obtenidos mediante la técnica 

ChIP, se denomina ChIP-seq (ChIP sequencing). 

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se llevaron a cabo experimentos de 

ChIP en diferentes células de melanoma con el objetivo de investigar la posible unión 

del factor de transcripción MITF a la región promotora de ADAM10.  

 

Figura 4.39. Diagrama de las principales etapas de la inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Imagen 

elaborada a partir del protocolo. 

 

Entrecruzamiento ADN-proteínas y lisis de los núcleos 

Para realizar los ensayos de ChIP se utilizaron suspensiones celulares con un 

recuento de más de cinco millones de células. Las células se cultivaron hasta una 

confluencia del 80% en frascos de 150 cm2, con una capacidad máxima aproximada de 

10 millones de células.  

En el día del ensayo, se agregaron 2 ml de formaldehído al 4% a los frascos que 

contenían 18 ml de medio de cultivo, lo que resultó en una concentración final de 

formaldehído del 0.4%. Estos frascos se incubaron a temperatura ambiente durante 10 

minutos para permitir la formación de entrecruzamientos entre las proteínas y el ADN. 

Una de las grandes ventajas de la molécula de formaldehído es que su tamaño permite 

la formación de entrecruzamientos solo entre moléculas que están aproximadamente a 

una distancia de 2 Å (Hoffman et al., 2015). 
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Después de la incubación con formaldehído, se agregaron 2 ml de una disolución de 

glicina 2 M, y los frascos se incubaron durante otros 10 minutos a temperatura ambiente. 

La glicina tiene la función de actuar como un neutralizador y permitir la inactivación del 

exceso de formaldehído que pueda quedar sin reaccionar. A continuación, los frascos 

se colocaron sobre hielo y se eliminó el medio de cultivo junto con el formaldehído y la 

glicina. Las células se lavaron con 10 ml de PBS frío y se despegaron con un raspador 

o scraper. Cada suspensión celular se transfirió a un tubo y se centrifugó a 1500 × g 

durante 5 minutos a 4°C. El precipitado resultante se resuspendió en 1 ml de tampón de 

lisis (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 10 mM EDTA [pH 8.0], 1% SDS), complementado con 1x 

del cóctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Thermo Scientific), y se incubó en 

hielo durante 15 minutos, agitando con un vórtex cada 5 minutos. 

Fragmentación de la cromatina 

Transcurrido ese tiempo, las muestras fueron sometidas a 3 ciclos de sonicación de 

15 segundos cada uno, con un intervalo de descanso de 30 segundos entre cada ciclo. 

Se utilizó el sonicador Ultrasonic Homogenizer 4710 Series de Cole-Parmer a una 

velocidad de 4 para generar un tamaño promedio de 200 a 500 pares de bases. 

Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 10000 × g durante 10 minutos a 4°C, 

con el fin de eliminar los residuos celulares. Del sobrenadante resultante se tomó una 

alícuota de 50 μl para revertir el entrecruzamiento (véase más adelante), confirmar que 

la sonicación en las condiciones empleadas producía una fragmentación de 

aproximadamente 300 pares de bases mediante electroforesis en gel de agarosa y 

cuantificar la concentración de cromatina en el NanoDrop 2000 de Thermo Scientific. 

Esta alícuota se guardaría a -80ºC, ya que se utilizaría más adelante como nuestro input, 

fracción de la muestra que contiene todos los fragmentos de ADN obtenidos tras la 

sonicación. 

Inmunoprecipitación de los complejos proteína-ADN 

Una vez cuantificadas las muestras, se cogieron los volúmenes correspondientes a 

70 μg de cromatina, se diluyeron 9 veces en el tampón de dilución (16.7 mM Tris-HCl 

[pH 8.0], 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA [pH 8.0], 0.01% SDS, 1.1% Triton-X100) y se 

realizó una etapa de lavado o pre-clearing para eliminar todo aquello que se unía 

inespecíficamente a las microesferas magnéticas. Al igual que para la 

inmunoprecipitación de proteínas, se usaron 50 μl de la suspensión de microesferas 

magnéticas recubiertas con proteína G de Merck Millipore (PureProteome Protein G 

Magnetic Beads), previamente lavadas con PBS-T dos veces durante 5 minutos cada 

lavado. Esta etapa de pre-clearing se llevó a cabo durante 2 horas a 4°C en la rueda 
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giratoria. Luego, se tomó el sobrenadante con ayuda de una gradilla magnética y se 

dividió en dos partes para incubar con 5 μg del anticuerpo correspondiente durante toda 

la noche a 4°C en rotación giratoria. En este caso, se utilizaron un anticuerpo específico 

anti-MITF [MAB3747, Merck Millipore] y un anticuerpo anti-IgG de ratón [06-371, Merck 

Millipore] como nuestro control negativo. 

Al día siguiente, las muestras se incubaron con 50 μl de la suspensión de 

microesferas magnéticas recubiertas con proteína G previamente lavadas durante 2 

horas a 4°C en la rueda giratoria. Transcurrido este tiempo, se recuperaron los 

complejos proteína-ADN unidos a las microesferas magnéticas con ayuda de la gradilla 

magnética y se realizaron dos lavados durante 10 minutos a 4ºC en rotación con los 

siguientes tampones (en orden): tampón de baja concentración en sales (20 mM Tris-

HCl [pH 8.0], 150 mM NaCl, 2 mM EDTA [pH 8.0], 0.1% SDS, 1% Triton-X100), tampón 

de alta concentración en sales (20 mM Tris-HCl [pH 8.0], 500 mM NaCl, 2 mM EDTA 

[pH 8.0], 0.1% SDS, 1% Triton-X100), tampón de cloruro de litio (0.25 M LiCl, 10 mM 

Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH 8.0], 1% NP-40, 1% desoxicolato sódico), y tampón 

Tris-EDTA (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0).  

Elución de los complejos proteína-ADN y reversión de los entrecruzamientos 

Después de completar el último lavado, se disociaron los complejos proteína-ADN de 

las microesferas magnéticas añadiendo a cada tubo 250 μl de un tampón de elución 

(100 mM NaHCO3, 1% SDS) recién preparado durante 15 minutos en agitación rotatoria 

y a temperatura ambiente. Se recogió el sobrenadante con ayuda de la gradilla 

magnética y se repitió el proceso de elución para obtener un volumen final de 500 μl. 

Los entrecruzamientos se revertieron tras incubar con NaCl 0.3 M y 10 μg de ARNasa 

A durante toda la noche a 65ºC, seguida de la adición de Tris-HCl 4 mM (pH 8.0), EDTA 

10 mM (pH 8.0) y 20 μg de Proteinasa K durante 1 hora a 42°C. Esto permitió la 

disociación de los anticuerpos y la proteína de interés con el ADN asociado, así como 

la ruptura de los enlaces entre la proteína de interés y el ADN unido a ella.  

Purificación del ADN 

Los fragmentos de ADN fueron extraídos y purificados siguiendo los pasos descritos 

anteriormente en el apartado 4.4.1.1. Extracción y purificación de ADN genómico de 

esta Tesis Doctoral. Se empleó el kit comercial Tissue gDNA Isolation de NZYTech a 

partir de la adición del etanol 100%. Se obtuvo un volumen final de 50 μl para cada 

muestra. 
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Análisis de los fragmentos de ADN purificado mediante qPCR 

Se utilizó la técnica de qPCR para analizar los fragmentos de ADN purificado. Se 

realizaron varias diluciones de las muestras y se analizaron por triplicado. Se emplearon 

dos pares de cebadores diseñados para amplificar la secuencia específica de cada uno 

de los promotores en los que se deseaba estudiar su ocupación por la proteína 

inmunoprecipitada, el factor de transcripción MITF. En este caso, diseñamos un par de 

cebadores que se unían a la región promotora del gen ADAM10 y un par de cebadores 

que hibridaban con una región alejada del promotor del gen SILV, donde se sabe que 

no se une MITF, lo que nos permitió utilizarlo como control negativo de nuestra muestra 

inmunoprecipitada. El gen SILV codifica para la proteína premelanosoma (PMEL). 

Así pues, se analizaron la expresión de estos dos genes (ADAM10 y SILV) en tres 

condiciones diferentes: En las muestras inmunoprecipitadas para el anticuerpo anti-IgG, 

utilizado para estudiar todo aquello que se pegaba inespecíficamente a las microesferas 

magnéticas; en las muestras inmunoprecipitadas para nuestra proteína de interés 

(MITF); y en las alícuotas que tomamos antes de realizar la inmunoprecipitación, input. 

Esta última muestra se caracteriza por contener toda la cromatina fragmentada, por lo 

que será usada como control positivo. Para el input se realizaron diluciones mayores en 

comparación con las otras dos muestras. 

Para la cuantificación relativa del número de copias de los fragmentos de ADN 

inmunoprecipitados junto con la proteína de interés, se utilizó el modelo ΔCt, asumiendo 

una eficiencia de amplificación del 100%. La normalización de los datos se realizó 

mediante el método denominado "señal sobre el fondo”. Con este método, a los valores 

de Ct para los genes de interés en las muestras inmunoprecipitadas para MITF se les 

restaron los valores de Ct para esos genes en las muestras inmunoprecipitadas para 

IgG, considerados como señal de fondo. De esta manera, se calculó: 

∆𝐶𝑡 = 𝐶𝑡(𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑚𝑢𝑛𝑜𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑖𝑡𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑀𝐼𝑇𝐹)

− 𝐶𝑡(𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑚𝑢𝑛𝑜𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑖𝑡𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝐼𝑔𝐺) 

2−∆𝐶𝑡 =
𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑚𝑢𝑛𝑜𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑖𝑡𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑀𝐼𝑇𝐹

𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑚𝑢𝑛𝑜𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑝𝑖𝑡𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝐼𝑔𝐺
 

 SOBREEXPRESIÓN TRANSITORIA DE UN GEN 

Con esta técnica se lleva a cabo la sobreexpresión de un gen específico mediante la 

transfección de células con un plásmido diseñado para expresar dicho gen. El término 

plásmido hace referencia a una molécula de ADN circular de pequeño tamaño que se 

encuentra presente en bacterias y otros organismos microscópicos. Los plásmidos 
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tienen la capacidad de replicarse de forma independiente y, normalmente, contienen un 

número reducido de genes que pueden ser transmitidos de una célula a otra. Estas 

características convierten a los plásmidos en una herramienta ampliamente utilizada en 

investigación, sobre todo, en técnicas de ADN recombinante. 

Aunque se utilizan diferentes tipos de plásmidos de expresión, todos comparten 

ciertos elementos comunes (Figura 4.40), entre los que se incluyen: 

− Origen de replicación: es una secuencia de ADN reconocida por las proteínas 

responsables de iniciar la replicación del ADN.  

− Marcador de selección: es un gen que proporciona resistencia a un antibiótico 

específico o confiere un fenotipo particular a las células transfectadas. Este 

marcador permite la selección y discriminación de las células que han sido 

transfectadas con el plásmido de expresión.  

− Sitio de clonación múltiple: es una región del plásmido que contiene múltiples 

sitios de corte específicos para diferentes enzimas de restricción. Estos sitios 

proporcionan una gran flexibilidad para insertar el fragmento de ADN 

correspondiente al gen de interés que se desea copiar.  

− Promotor: es una secuencia de ADN ubicada aguas arriba del gen de interés en 

el plásmido. El promotor facilita la unión de la maquinaria de inicio de la 

transcripción, lo que es esencial para la expresión del gen. 

− Otras secuencias: el plásmido puede contener secuencias adicionales, como 

secuencias responsables de finalizar la transcripción, secuencias para la adición 

de la cola de poliadenilación y secuencias que permiten la traducción del 

transcrito.  

 

Figura 4.40. Elementos comunes que comparten los plásmidos de expresión. Imagen elaborada a partir del 

fundamento de la técnica. 
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Para lograr la sobreexpresión transitoria de MITF, se utilizó el plásmido pCMV14-

3×FLAG-MITF. Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos hasta alcanzar una 

confluencia del 50-70%. Luego, fueron transfectadas con el plásmido de sobreexpresión 

de MITF utilizando el reactivo de transfección Fugene 6 (Promega). En cada pocillo, se 

mantuvo la relación 3:1 de Fugene (µl):ADN (µg), empleando medio de suero reducido 

Opti-MEM (Thermo Scientific) como medio de transfección. Primero se diluyó el volumen 

correspondiente de Fugene en Opti-MEM, se agitó suavemente y se incubó durante 5 

minutos a temperatura ambiente. A continuación, se añadió el volumen adecuado de 

ADN y se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, 

se añadió todo el volumen gota a gota por toda la superficie del pocillo y las células se 

incubaron hasta 48-72 horas antes del análisis. Se realizaron controles de transfección 

utilizando la versión vacía del plásmido, es decir, el mismo plásmido, pero sin el gen de 

interés clonado. Estos controles permitieron evaluar el efecto específico de la 

sobreexpresión de MITF en los experimentos. 

 TRANSFECCIÓN ESTABLE DE ADN  

La generación de una línea estable de melanoma (501-mel) inducible mediante 

doxiciclina para MITF se realizó mediante el sistema PiggyBac, el cual requiere el uso 

de tres elementos: un plásmido con el gen para expresar la enzima transposasa y dos 

transposones con diferente información génica.  

Un transposón es una secuencia de ADN, que puede cambiar su posición relativa 

dentro del genoma completo de una célula. En el sistema PiggyBac, la enzima 

transposasa utiliza un mecanismo de “cortar y pegar” para transferir rápidamente la 

secuencia de ADN de interés del vector transposón a una de las secuencias “TTAA” 

distribuidas por todo el genoma de la célula. Este mecanismo de transferencia se debe 

a que la transposasa reconoce las secuencias de repetición terminal invertida (ITR, 

inverted terminal repeat) específicas del transposón situadas en ambos extremos del 

fragmento de ADN de interés (Figura 4.41). 
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Figura 4.41. Diagrama de los principales pasos que se llevan a cabo con el sistema el sistema PiggyBac 

para integrar una o varias secuencias de ADN en el genoma de la célula. ITR: repetición terminal invertida. 

Imagen elaborada a partir del fundamento de la técnica. 

 

Para realizar este ensayo, se utilizaron tres elementos principales: un transposón que 

contenía el gen de expresión de MITF (pPB-hCMV1-cHApA-MITF), un transposón que 

contenía el gen de resistencia a neomicina y el gen de expresión de rtTA (pPB-hCMV1-

rtTA-IRES-Neo) y un plásmido que contenía el gen para la expresión de la transposasa. 

La proteína rtTA se expresa constitutivamente bajo el fuerte promotor del 

citomegalovirus (CMV) y, en presencia de doxiciclina, induce la expresión de la proteína 

diana (MITF). Asimismo, la expresión del gen de resistencia a neomicina permite hacer 

una selección de aquellas células que han sido transfectadas. Las células fueron 

cultivadas en placas de 6 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 50-70%. Luego, 

fueron transfectadas mediante el reactivo Fugene 6 (Promega). Para cada pocillo, se 

preparó una relación 6:2 de Fugene (µl) y DNA (µg), por lo que se utilizaron 2 µg de los 

tres elementos del sistema PiggyBac (1.8 µg de pPB-hCMV1-cHApA-MITF, 0.1 µg de 

pPB-hCMV1-rtTA-IRES-Neo y 0.1 µg de plásmido-transposasa), 6 µl de Fugene y se 

añadió el volumen correspondiente de Opti-MEM (Thermo Scientific) hasta conseguir un 

volumen final de 100 µl. Esta mezcla se agitó suavemente y se incubó durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se añadieron los 100 µl de 

la mezcla de transfección gota a gota por toda la superficie del pocillo y las células se 
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incubaron hasta 48 horas. Se realizaron controles de transfección utilizando un vector 

vacío que no expresa nuestro gen de interés (MITF). Estos controles permitieron 

estudiar el efecto específico de la sobreexpresión de MITF en los experimentos. 

Transcurridas 48 horas desde la transfección, se retiró el medio de cultivo y se 

comenzó la selección de aquellas células que habían sido transfectadas con el sistema 

PiggyBac. Para ello, se añadió al medio de cultivo el antibiótico geneticina (G418) de 

Thermo Scientific a una concentración final de 750 µg/ml. Durante 7-9 días se utilizó 

este medio selectivo, el cual era sustituido cada 48 horas, con el fin de eliminar aquellas 

células no transfectadas. A continuación, se aislaron los clones mediante las técnicas 

de aislamiento por dilución seriada y por dilución en placa de Petri, descritas más 

adelante (apartado 4.4.10. SILENCIAMIENTO GÉNICO ESTABLE MEDIANTE 

CRISPR/Cas9). Una vez que se expandieron varios clones, se añadieron diferentes 

cantidades de doxiciclina para analizar la expresión de MITF a 24, 48 y 72 horas. 

Finalmente, se seleccionaron aquellos clones que mostraban una expresión de MITF 

inducible con doxiciclina y se crecieron en frascos de cultivo para obtener una línea 

celular. 

 SILENCIAMIENTO GÉNICO TRANSITORIO MEDIANTE INTERFERENCIA 

POR ARN 

Los ARN pequeños de interferencia o siRNAs (small interfering RNAs) son moléculas 

de ARN pequeñas que se utilizan para anular transitoriamente la expresión de genes 

endógenos. Estos siRNAs consisten en oligonucleótidos de ARN que se emparejan con 

el ARN mensajero de un gen específico de interés, lo que impide su traducción. Para 

introducir estos siRNAs en las células, se emplea la Lipofectamina 2000 (Invitrogen), un 

agente de transfección que tiene la capacidad de formar liposomas catiónicos en 

disolución, los cuales pueden atrapar ácidos nucleicos en su interior. La membrana de 

estos liposomas se fusiona con la membrana plasmática de las células diana, liberando 

así su contenido en el interior celular. En esta Tesis Doctoral, se emplearon pequeños 

ARNs de interferencia específicos contra diferentes genes de interés, utilizando 

mayoritariamente los de tipo Stealth siRNAs de Life Technologies. 

Para realizar los ensayos de silenciamiento, las células se cultivaron en medio sin 

antibióticos hasta una confluencia del 50-70%. Es importante asegurarse de que las 

células estén en un medio libre de antibióticos, ya que estos pueden incorporarse a los 

liposomas e interferir en la transfección. Estos experimentos de silenciamiento 

transitorio se realizaron en placas de 6 pocillos. 
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En primer lugar, la Lipofectamina 2000 se diluyó 20 veces en medio Opti-MEM, con 

bajo contenido de suero (Gibco). Para ello, se cogieron 10 μl de Lipofectamina 2000 y 

se diluyeron en 190 μl de Opti-MEM, para cada pocillo. La suspensión se agitó 

suavemente y se dejó incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Mientras 

tanto, el siRNA se diluyó hasta una concentración de 83 nM en 200 μl de Opti-MEM en 

un tubo separado. Transcurridos los 5 minutos, se vertió la dilución de Lipofectamina 

sobre la dilución de siRNA, se agitó suavemente y la mezcla se incubó durante 20 

minutos a temperatura ambiente. El medio de cultivo se sustituyó por medio fresco libre 

de antibióticos y suplementado con un 10% de FBS, antes de añadir la mezcla de siRNA-

Lipofectamina gota a gota. Para los pocillos de control negativo del silenciamiento, se 

utilizaron los oligonucleótidos RNAi Negative Control Duplex de Life Technologies. 

Después de 24 horas, se sustituyó el medio de todos los pocillos por medio fresco 

completo. 

La efectividad del silenciamiento génico se confirmó mediante Western blot y qPCR 

después de 24-72 horas de la transfección. En aquellos ensayos en los que se llevó a 

cabo un tratamiento adicional posterior al silenciamiento, dicho tratamiento se realizó 

siempre dentro del intervalo temporal en el que se había confirmado previamente el 

silenciamiento. Esto garantizó que el tratamiento adicional se aplicara cuando el 

silenciamiento ya había sido establecido. 

 SILENCIAMIENTO GÉNICO ESTABLE MEDIANTE CRISPR/Cas9 

El sistema CRISPR/Cas9 es una poderosa herramienta de edición génica que 

consiste en la capacidad de la endonucleasa Cas9 (CRISPR-associated protein 9) para 

cortar de manera precisa una secuencia específica de ADN, utilizando una molécula de 

ARN denominada ARN guía (Figura 4.42). Este sistema deriva de un mecanismo de 

defensa presente en algunas bacterias y arqueas, que les permite proteger su genoma 

de la invasión de ADN exógeno, como fagos u otros elementos genéticos móviles. Estos 

microorganismos contienen en su genoma unas “repeticiones cortas, palindrómicas, 

agrupadas y regularmente interespaciadas”, conocidas como CRISPR (clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats). Durante una infección inicial, los 

fragmentos de ADN viral se integran entre las secuencias CRISPR y posteriormente, 

todo el conjunto se transcribe en ARN (CRISPR ARN). En infecciones posteriores, el 

complejo CRISPR ARN-Cas9 reconoce la secuencia complementaria del ADN viral y 

realiza un corte preciso en el mismo. 
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Después de este descubrimiento se diseñó un sistema CRISPR/Cas9 comercial 

basado en plásmidos para el silenciamiento permanente de un gen, que está compuesto 

por varios elementos: 

1. Plásmido knockout: Cas9 y ARN guía 

Los plásmidos knockout o plásmidos "KO" son plásmidos que contienen la 

información genética necesaria para lograr la inactivación específica de un gen de 

interés. Estos plásmidos expresan tanto la endonucleasa Cas9 como el ARN guía 

correspondiente al gen de estudio.  

Por un lado, la endonucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes es una de las 

enzimas más ampliamente utilizadas en los sistemas CRISPR comerciales. Cas9 tiene 

dos dominios con actividad nucleasa (RuvC y HNH) que se unen al ADN y producen 

una rotura de doble hebra (DSB, double strand break). Actualmente, existen variantes 

recombinantes de Cas9 en las que uno de los dominios con actividad nucleasa ha sido 

mutado, de manera que se generan roturas de hebra sencilla (SSB, single strand break), 

lo que permite un mayor nivel de precisión en la técnica.  

Por otro lado, los ARNs guía constan de una secuencia "andamio" y una secuencia 

"espaciadora". La secuencia andamio es responsable de la unión con la endonucleasa 

Cas9, mientras que la secuencia espaciadora consiste en una secuencia de 20 

nucleótidos que es complementaria a una región específica de ADN diana dentro del 

gen que se desea silenciar. Los últimos 8-10 nucleótidos en el extremo 3' de la 

secuencia espaciadora se conocen como "secuencia semilla". Estos nucleótidos juegan 

un papel crucial en la especificidad de reconocimiento del ARN guía y determinan la 

complementariedad con el ADN diana. 

2. Fragmento de ADN diana en el gen que se desea silenciar 

Los complejos Cas9-ARNg hibridan con el ADN diana con ayuda del reconocimiento 

de una secuencia conocida como PAM (protospacer adjacent motif). El ADN diana debe 

ser una secuencia única, es decir, no debe repetirse en ninguna otra parte del genoma. 

Esto es fundamental para garantizar que el complejo Cas9-ARNg corte específicamente 

en la región de interés y no en otras partes del genoma con secuencias similares. 

Además, el ADN diana debe estar ubicado aguas arriba de una secuencia PAM 

determinada. La secuencia PAM consta de tres nucleótidos y es diferente para cada tipo 

de endonucleasa. Para la Cas9 de Streptococcus pyogenes, la secuencia PAM más 

comúnmente utilizada es 3'-NGG, donde "N" puede representar cualquier nucleótido.  
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3. Plásmido HDR: reparación y selección 

Las roturas de doble hebra (DSBs) en el ADN producidas por el complejo Cas9-ARNg 

pueden ser reparadas por dos sistemas celulares diferentes: el sistema de unión de 

extremos no homólogos (NHEJ, non-homologous end-joining) y el sistema de 

recombinación homóloga (HR, homologous recombination). 

El sistema NHEJ es el mecanismo de reparación de ADN más activo y eficiente para 

las DSBs generadas por el complejo Cas9-ARNg, aunque es más propenso a cometer 

errores. A menudo, el NHEJ provoca pequeñas inserciones o deleciones en el sitio de 

la DSB pudiendo ocasionar cambios en la lectura del código genético durante la 

traducción, como la inserción o deleción de aminoácidos o la aparición prematura de un 

codón de parada. Idealmente, cualquiera de estos procesos resultaría en una pérdida 

de función de la proteína codificada, logrando así el silenciamiento efectivo del gen. La 

reparación de la DSB se llevará a cabo de manera diferente en cada célula, por lo que 

se obtiene una población transfectada policlonal en la cual el silenciamiento se debe a 

una mutación distinta. No obstante, el aislamiento de clones permitirá obtener una 

población homogénea en la cual el silenciamiento es consecuencia de una mutación 

específica. 

Normalmente, los sistemas CRISPR comerciales ofrecen la opción de realizar la 

reparación de las DSBs de manera predeterminada mediante un segundo plásmido que 

contiene una secuencia molde para la reparación dirigida por homología (HDR, 

homology directed repair). Los “plásmidos HDR” presentan una secuencia que hibrida 

tanto aguas arriba como aguas abajo de la DSB generada por la enzima Cas9 y ARNg. 

Cuando se utiliza este sistema CRISPR, el marcador de selección se incorpora en el 

“plásmido HDR” en lugar de estar presente en el plásmido knockout. Es importante tener 

en cuenta que la eficiencia de la reparación mediante HDR es baja, generalmente 

inferior al 10%. Por lo tanto, si se desea obtener un clon en el que la reparación se haya 

realizado de acuerdo con algún molde concreto, se requiere de confirmación por 

secuenciación. Para nuestros diseños experimentales, no fue necesario obtener un clon 

con una secuencia de reparación específica, sino que simplemente con la selección de 

un clon con una mutación que causaba pérdida de función fue suficiente. 
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Figura 4.42. Diagrama simplificado del mecanismo de acción del sistema CRISPR/Cas9. HDR: reparación 

dirigida por homología, NHEJ: sistema de unión de extremos no homólogos. Imagen elaborada a partir del 

fundamento de la técnica. 

 

Para el silenciamiento estable o knockdown de MITF y ADAM10 en células humanas 

y de ratón, se utilizaron los siguientes plásmidos de Santa Cruz Biotechnology: MITFh 

[sc-400401], MITFm [sc-421654] y ADAM10m [sc-418981]. En cada silenciamiento se 

utilizó un sistema con un “plásmido knockout” que consiste en un conjunto de tres 

plásmidos, donde todos expresan la endonucleasa Cas9 y la proteína de fluorescencia 

verde GFP, pero cada uno de ellos contiene un ARNg distinto. Por otro lado, el "plásmido 

HDR" también está compuesto por una combinación de 2-3 plásmidos, los cuales 

confieren resistencia a la puromicina y expresan la proteína de fluorescencia roja RFP 

(red fluorescence protein), pero cada uno de ellos contiene una secuencia molde 

diferente diseñada para la reparación de las DSBs en la región de unión de cada uno 

de los tres ARNg presentes en el "plásmido knockout" (Figura 4.43).  

El protocolo que se llevó a cabo para realizar este silenciamiento se puede dividir en 

cinco etapas: transfección, selección, aislamiento de clones, confirmación del 

silenciamiento y verificación de la mutación de pérdida de función. 
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Figura 4.43. Estructura simplificada de los plásmidos utilizados para el silenciamiento estable de un gen 

mediante la técnica de CRISPR/Cas9. GFP: proteína verde fluorescente, HDR: reparación dirigida por 

homología, RFP: proteína roja fluorescente. Imagen elaborada a partir del fundamento de la técnica. 

 

Transfección 

Para comenzar, se cultivaron células en placas de 6 pocillos hasta alcanzar una 

confluencia del 50-70%. A continuación, se llevó a cabo la transfección utilizando los 

plásmidos knockout y HDR junto con el reactivo de transfección Fugene 6 (Promega). 

Para cada pocillo, la relación utilizada entre la cantidad de ADN (µg) y el reactivo de 

transfección (µl) fue de 1:10. De esta forma, en un volumen final de 150 µl, se preparó 

la mezcla que contenía 1.5 µg de cada uno de los plásmidos knockout y HDR (1 µg/µl), 

20 µl de Fugene y 127 µl de medio de transfección Opti-MEM (Thermo Scientific), se 

agitó suavemente y se dejó incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, se añadió esta mezcla gota a gota por toda la superficie del pocillo que 

contenía las células de interés. 

Selección 

Transcurridas 48 horas de la transfección, se eliminó el medio de transfección y se 

sustituyó por medio de cultivo fresco que contenía el antibiótico puromicina a una 

concentración de 5 μg/ml para seleccionar a aquellas células que habían incorporado el 

plásmido de resistencia a dicho antibiótico. Previamente, pasadas 24 horas desde la 

transfección, se había evaluado la eficacia del proceso debido a las proteínas 
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fluorescente que codifican los plásmidos knockout y HDR del sistema CRISPR 

empleado. De esta forma, haciendo uso del microscopio de fluorescencia, se identificó 

la presencia de células que expresaban tanto GFP como RFP, lo que indicaba que 

habían incorporado ambos tipos de plásmido. El medio de selección se mantuvo durante 

4-5 días. 

Aislamiento de clones 

Para el aislamiento de clones, se emplearon dos estrategias simultáneas: el 

aislamiento por dilución seriada y el aislamiento por dilución en placas de Petri. 

En el aislamiento por dilución seriada, se procedió a la tripsinización del pocillo que 

contenía las células vivas después de la selección, obteniendo una suspensión celular. 

En una placa de 96 pocillos, se agregaron 200 μl de medio completo con puromicina a 

cada pocillo. En el pocillo A1 se añadieron 50 μl de la suspensión celular, se agitó todo 

el contenido con la micropipeta, y se transfirieron 50 μl de esta dilución al pocillo A2. 

Nuevamente, se mezcló bien el pocillo A2 y se pasaron 50 μl al pocillo A3, y así 

sucesivamente, realizando unas 10 diluciones seriadas. Este procedimiento se repitió 

en otras filas de la placa partiendo de diferentes volúmenes de la suspensión celular 

inicial. El objetivo de estas diluciones seriadas era aislar una única célula por pocillo, la 

cual posteriormente se multiplicaría dando origen a una población celular, también 

conocida como "clon".  

En el aislamiento por dilución en placa de Petri, se cogieron 3-5 μl de la misma 

suspensión celular y se sembraron en una placa de Petri de 10 centímetros de diámetro. 

En este método, se busca una densidad celular muy baja con el fin de que las células 

queden separadas unas de otras durante la siembra. De esta manera, las colonias 

formadas posteriormente deben ser poblaciones celulares originadas a partir de una 

única célula. En los días siguientes, utilizando un microscopio invertido y una punta de 

micropipeta, se recogieron las colonias y se transfieren a una placa de 12 pocillos para 

que siguieran creciendo. A este proceso, se le conoce comúnmente como "picar 

colonias". 

Las colonias aisladas mediante cualquiera de los dos métodos se cultivaron y se 

expandieron, utilizando placas de mayor tamaño en cada subcultivo, hasta llegar a 

crecer en frascos de 25 cm2. Este escalado en el tamaño de las placas nos permite 

obtener una cantidad suficiente de masa celular para confirmar el éxito del 

silenciamiento mediante diversas técnicas. 
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Confirmación del silenciamiento 

La confirmación del silenciamiento se realizó mediante distintos ensayos, como 

qPCR, Western blot e inmunocitofluorescencia específicamente para el gen silenciado 

en cada caso. Por un lado, mediante qPCR podemos determinar si la expresión del gen 

de interés se ha reducido significativamente en comparación con el control. El Western 

blot nos permite analizar si la cantidad de proteína ha disminuido en las células tratadas 

en comparación con las no tratadas. Por último, la inmunocitofluorescencia nos ayuda 

a determinar si se trata de una población homogénea de células en las que el gen de 

interés ha sido silenciado o si hay una mezcla de células silenciadas y no silenciadas. 

En el último caso, sería necesario repetir el proceso de aislamiento de clones 

(subclonar) para obtener una población más homogénea de células silenciadas. En 

cualquier caso, estos ensayos nos proporcionan información crucial para confirmar el 

éxito del silenciamiento y validar los resultados obtenidos. 

Verificación de la mutación de pérdida de función 

Una vez que tenemos una población homogénea que muestra silenciamiento, es 

necesario confirmar que ambos alelos del gen de interés han sido modificados, lo que 

resulta en la introducción de un codón de parada prematuro o en la generación de una 

proteína no funcional. Para llevar a cabo esta confirmación, se procedió a la extracción 

del ADN genómico de las células y se realizó la amplificación por PCR de la región de 

unión de cada uno de los tres ARNg que contenía el sistema CRISPR mediante el uso 

de cebadores específicos (Tabla 4.2). El producto resultante de la PCR fue purificado 

utilizando el PureLink Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit de Invitrogen. 

Además, se comprobó el tamaño adecuado de los fragmentos amplificados mediante la 

electroforesis en gel de agarosa y se secuenciaron por el método de Sanger, utilizando 

un solo cebador del par de cebadores utilizado en la PCR. Esta secuenciación, realizada 

en la Sección de Biología Molecular de la UM, permitió identificar el tipo de mutación 

que se había introducido en los alelos de la región estudiada en el gen de interés.  
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Cebadores Secuencia 

MITF - ARNg 1 Ratón FW 5’ TAGCGTGAGGGTTGGAGTCT 3’ 

MITF - ARNg 1 Ratón RV 5’ GAGCTGCGATCATTCACAAA 3’ 

MITF - ARNg 2 y 3 Ratón FW 5’ CTCTGATGGAAGCCACGCAT 3’ 

MITF - ARNg 2 y 3 Ratón RV 5’ TGATGGTAAGGCCTGGCGG 3’ 

MITF - ARNg 1 Humano FW 5’ AGGAGTTGCACTAGCGGTGT 3’ 

MITF - ARNg 1 Humano RV 5’ CACCACTCACCTGCTCTTCA 3’ 

MITF - ARNg 2 Humano FW 5’ CTCGAAAACCCCACCAAGTA 3’ 

MITF - ARNg 2 Humano RV 5’ CTCCCGTCATGTGCTCTACA 3’ 

MITF - ARNg 3 Humano FW 5’ TTCATCTTTTGGTCAGATTCCA 3’ 

MITF - ARNg 3 Humano RV 5’ AATCTTTGCAGCAACTTAGGG 3’ 

ADAM10 - ARNg 1 Ratón FW 5’ AGGATTTGGATCCTTTAAATTTCTTT 3’ 

ADAM10 - ARNg 1 Ratón RV 5’ CTTTAAATTCATCACTAAAAAGGGAAG 3’ 

ADAM10 - ARNg 2 y 3 Ratón FW 5’ CAATGTGGATTCATTACACCAA 3’ 

ADAM10 - ARNg 2 y 3 Ratón RV 5’ TTTACTCACCTTCCATGAGCA 3’ 
 

Tabla 4.2. Secuencia de los cebadores empleados para la amplificación por PCR de las regiones de unión 

de los ARNg y para la secuenciación de estas por el método de Sanger. ADAM10: proteína desintegrina y 

metaloproteasa 10, ARNg: ARN guía, MITF: factor de transcripción asociado a microftalmia. 

 

 GENERACIÓN DE PLÁSMIDOS MUTANTES 

Se utilizó el kit QuikChange II Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) para 

generar un plásmido mutante empleado en los ensayos de luciferasa. Este kit emplea 

un sistema de mutagénesis dirigida con una eficiencia de mutación superior al 80%. La 

mutagénesis de sitio dirigido, conocida también como mutagénesis dirigida, es una 

técnica de biología molecular empleada para generar mutaciones específicas en una 

secuencia de ADN. 

En primer lugar, se utilizó la plataforma QuikChange Primer Design de Agilent 

Technologies para diseñar los cebadores necesarios para llevar cabo la mutación de 

interés en la secuencia de unión a MITF (E-Box), cambiando CACGTG por CTGGTG. 

El plásmido del promotor de ADAM10 (RenSP, #S722690) fue empleado como molde. 

De esta forma, se obtuvieron los cebadores Mutante-Forward (5'-GCC CGC GCG TCA 

CCA GGT GAG GAA GGA G-3') y Mutante-Reverse (5'-CTC CTT CCT CAC CTG GTG 

ACG CGC GGG C-3'). Una vez que recibimos los cebadores, se procedió a la 

generación del plásmido mutante (Figura 4.44). Para ello, se mezclaron 0.4 µl de 

plásmido utilizado como molde (50-100 ng/µl), 0.6 µl de cada cebador (10 µM), 0.4 µl de 

dNTPs, 1.5 µl de la solución QuickChange, 0.5 µl de la enzima QuickChange Lightning 

y se completó con agua destilada hasta un volumen final de 20 µl. A continuación, se 

llevó a cabo la reacción en el termociclador con las siguientes condiciones: 1 ciclo de 2 
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minutos a 95ºC, 18 ciclos de 3 minutos y 30 segundos cada uno (20 segundos a 95ºC, 

60ºC a 10 segundos y 3 minutos a 68ºC) y 1 ciclo final de 68ºC durante 5 minutos. Una 

vez finalizada la reacción, se añadió 1 µl de enzima de restricción Dnp I durante 1 hora 

a 37ºC para digerir el plásmido molde. Transcurrido este tiempo, se cogieron 2 µl de la 

mezcla que contiene solamente el plásmido mutante y se siguió el protocolo de 

clonación de ADN descrito en el siguiente apartado (4.4.12. CLONACIÓN DE ADN EN 

BACTERIAS) utilizando las bacterias XL10-Gold Ultracompetent Cells suministradas 

por Agilent Technologies para llevar a cabo la transformación. 

 

Figura 4.44. Diagrama de los principales pasos que ocurren con el kit QuikChange II Site-Directed 

Mutagenesis (Agilent Technologies). Imagen elaborada a partir del fundamento de la técnica. 

 

 CLONACIÓN DE ADN EN BACTERIAS 

La clonación de genes, también conocida como clonación molecular, es un conjunto 

de métodos experimentales ampliamente utilizados en biología molecular. Estos 

métodos se emplean para reproducir moléculas de ADN idénticas dentro de organismos 

receptores, siendo las bacterias y las levaduras los organismos más comúnmente 

utilizados. El término "clonación" hace referencia al proceso de copiar una molécula 

única de ADN a partir de una sola célula viva, generando así una población amplia de 

células que contienen copias idénticas del ADN original. En un experimento típico de 

clonación, se introduce en las bacterias un plásmido que contiene el fragmento de ADN 

de interés mediante un proceso llamado transformación. Posteriormente, las bacterias 

que han incorporado el plásmido son seleccionadas utilizando antibióticos, permitiendo 

obtener una población de células que contienen el ADN clonado. 
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En esta Tesis Doctoral se utilizó la técnica de clonación en bacterias principalmente 

para ampliar el reservorio de plásmidos necesarios para llevar a cabo algunos 

experimentos, como el plásmido pCMV14-3×FLAG-MITF empleado los ensayos de 

sobreexpresión transitoria.  

En primer lugar, se empleó el método de choque térmico para llevar a cabo la 

transformación de la cepa DH5α de Escherichia coli. Este proceso permite incorporar 

un fragmento de ADN determinado en el interior de la bacteria. Para ello, se mezclaron 

20 µl de la suspensión de estas bacterias, DH5α Competent Cells de Thermo Scientific 

(#18265-017), junto con 2 µl del plásmido de interés en un vial de 1.5 ml y se incubó 

durante 20 minutos en hielo. Transcurrido este tiempo, rápidamente se puso el vial en 

un termobloque durante 30 segundos a 42ºC y seguidamente se colocó de nuevo en 

hielo. A continuación, se añadieron 250 µl de medio S.O.C (Super Optimal Broth, 

Thermo Scientific), un medio de crecimiento bacteriano rico en nutrientes que se utiliza 

para el cultivo microbiológico, generalmente de Escherichia coli. Esta mezcla se incubó 

durante 1 hora a 37ºC con agitación orbital. Luego, se cogieron 140 µl de la solución de 

bacterias y se sembraron en una placa de cultivo con agar que contenía ampicilina a 

una concentración de 0.2 mg/ml como antibiótico de selección. Las bacterias se dejaron 

crecer durante un día en la estufa de incubación a 37ºC. Al día siguiente, se cogió una 

colonia de bacterias arrastrando una punta de micropipeta estéril sobre el medio de 

cultivo y se introdujo en un matraz de 250 ml que contenía 200 ml de medio LB (Luria-

Bertani) suplementado con 0.2 mg/ml de ampicilina. Las bacterias se dejaron crecer 

durante dos o tres días en la estufa de incubación a 37ºC con agitación orbital. 

Paralelamente se utilizó un matraz que contenía solo medio LB como control negativo. 

De esta manera, seguimos el crecimiento de nuestra suspensión de bacterias 

observando el nivel de turbidez del matraz. Cuando el medio con las bacterias mostró 

un grado de turbidez elevado se cogió la totalidad del volumen de la suspensión y se 

llevó a cabo la extracción del fragmento de ADN de interés siguiendo las instrucciones 

del kit NZYMidiprep de NZYTech. 
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4.5. TÉCNICAS DE ESTADÍSTICA 

En esta Tesis Doctoral, los resultados de los experimentos se presentan como la 

media ± desviación estándar (SD, standard deviation) de un conjunto de mediciones 

realizadas en un rango de 2 a 8 repeticiones, dependiendo del experimento específico. 

Asimismo, destaca el uso de la técnica de ajuste de regresión lineal. La mayoría de los 

análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando los programas informáticos SigmaPlot, 

Microsoft Excel y Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). 

 COMPARACIÓN DE DATOS 

Los datos biológicos pueden tener distribuciones normales o no normales. Una 

distribución normal sigue una función de Gauss y se caracteriza por tener una forma de 

campana simétrica. En una distribución normal, el valor más frecuente coincide con la 

media (también con la mediana), y la probabilidad de obtener un valor disminuye a 

medida que se aleja de la media y se acerca a las colas laterales, lo cual se representa 

mediante la desviación estándar. Para comparar las diferencias estadísticas de los datos 

con distribución normal, como la comparación de medias entre los diferentes grupos 

experimentales, se utilizó el método paramétrico de la t de Student. En caso de que los 

datos no siguieran una distribución normal, se aplicó la prueba no paramétrica de Mann-

Whitney, también conocida como prueba de la U de Mann-Whitney, con el fin de analizar 

las diferencias entre las medianas de los distintos grupos. En ambos casos, se consideró 

que existía una diferencia significativa entre los grupos cuando p < 0.05. En algunas 

ocasiones, se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk para comparar si un conjunto de datos 

se ajustaba a una distribución normal o no. 

 ANÁLISIS DE CORRELACIÓN 

Se evaluó la intensidad de la correlación lineal o monótona entre dos variables 

mediante el cálculo del coeficiente de correlación de Pearson o el coeficiente de 

correlación de Spearman, en función de la distribución y características de los datos. 

Estos coeficientes varían en un rango de -1 a +1. Los valores negativos indican una 

asociación negativa, lo que significa que cuando una variable aumenta, la otra 

disminuye. Los valores positivos indican una asociación positiva, es decir, que cuando 

una variable aumenta, la otra también lo hace. Un valor de 0 indica que no existe una 

correlación lineal o monótona entre las variables. Cuanto más cercano sea el resultado 

a +1 o -1, más fuerte será la correlación positiva o negativa, respectivamente. 
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Para los análisis de correlación de expresión entre diferentes genes realizados en 

esta Tesis Doctoral se utilizó la base de datos del TCGA (the cancer genome atlas) 

mediante el programa cBioPortal for Cancer Genomics, el cual permite la visualización, 

análisis y obtención de datos genómicos a gran escala sobre cáncer. En concreto, se 

empleó la cohorte “skin cutaneous melanoma (TCGA, PanCancer Atlas)” que contaba 

con 448 muestras de pacientes con melanoma cutáneo. 

 ANÁLISIS DE SUPERVIVENCIA 

Se utilizó el estimador Kaplan-Meier para analizar la supervivencia de los diferentes 

grupos experimentales. Este análisis se representa gráficamente mediante una función 

escalonada que muestra el porcentaje de supervivencia (eje de ordenadas) en función 

del tiempo (eje de abscisas). El porcentaje de supervivencia puede basarse en la 

supervivencia total (OS, overall survival) o en la supervivencia libre de enfermedad 

(DFS, disease free survival). Estas gráficas permiten visualizar la fracción de individuos 

que permanecen vivos en cada grupo experimental (grupo control, grupo 1, grupo 2, 

etc.) en momentos específicos. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de 

Log-Rank utilizando el programa informático Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) versión 6.0, y se consideró un criterio de significación de p < 0,05 para todas las 

comparaciones.  

En los estudios de supervivencia en animales solo se evaluó el OS, donde el punto 

de inicio se estableció en el día de la inyección de células tumorales y el punto final fue 

el día de sacrificio del animal. Los ratones fueron sacrificados de acuerdo con las 

regulaciones vigentes, que establecen el sacrificio cuando se observan signos de 

malestar en el animal o cuando el tumor supera un volumen determinado. 

 ANÁLISIS DE MUTACIONES  

Para analizar las secuencias de los genes de interés e identificar las mutaciones 

generadas mediante el sistema CRISPR/Cas9 se siguió el mismo esquema de trabajo. 

Los datos obtenidos del fragmento de ADN secuenciado se visualizaron mediante el 

programa informático Chromas, donde se obtuvo el cromatograma de secuencia, el cual 

nos daba una idea de la resolución de la secuenciación. Cuanto más ruido presenta el 

cromatograma, menor resolución. El programa Chromas también permitió guardar los 

datos de secuenciación en formato FASTA, un formato de fichero informático basado en 

texto, para su posterior análisis en el programa ApE (A plasmid editor). Tras obtener la 

secuencia codificadora del gen de interés original mediante la base de datos de Ensembl 

genome browser, utilizamos el ApE para hacer un alineamiento de ambas secuencias 
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(original y mutada) e identificar la posición de la mutación. A continuación, llevamos a 

cabo la traducción de la secuencia de ADN mutada a proteína para identificar los 

cambios generados por la mutación, normalmente la aparición de un codón de parada 

prematuro. 

 ANÁLISIS DE DATOS DE ChIP-seq 

En la base de datos de Cistrome, donde se recopilan datos de accesibilidad de ChIP-

seq y cromatina, se utilizó una herramienta bioinformática muy útil para los estudios de 

regulación epigenética y transcripción, Cistrome Data Browser. Este programa fue 

utilizado para comparar los datos de ChIP-seq disponibles de diferentes líneas celulares 

y realizar estudios de enriquecimiento para determinados genes. Asimismo, estos datos 

de ChIP-seq fueron analizados mediante la herramienta Genome Browser de la 

Universidad de California en Santa Cruz (UCSC) para identificar los sitios de unión de 

determinados factores de transcripción en sitios específicos del genoma. 
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CAPÍTULO 5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1.  ACRIFLAVINA, UN POTENTE 

INHIBIDOR DE HIF-1α, ALTERA EL 

METABOLISMO DE LA GLUCOSA Y 

SUPRIME LAS VÍAS PROTECTORAS DE 

ATF4 EN EL MELANOMA EN 

CONDICIONES NO HIPÓXICAS 

Los resultados del estudio del efecto de la acriflavina, un potente inhibidor de HIF-1α, 

sobre el metabolismo de la glucosa y las vías protectoras de ATF4 en el melanoma en 

condiciones con presencia de oxígeno se recogen en la publicación que se adjunta. 

URL: https://www.mdpi.com/2072-6694/13/1/102 

 TÍTULO 

Acriflavine, a potent inhibitor of HIF-1α, disturbs glucose metabolism and suppresses 

ATF4-protective pathways in melanoma under non-hypoxic conditions. 

 AUTORES 

Román Martí-Díaz1, María F. Montenegro1, Juan Cabezas-Herrera2, Colin R. Goding3, 

José Neptuno Rodríguez-López1 y Luis Sánchez-del-Campo1. 

1Departamento de Bioquímica y Biología Molecular-A, Facultad de Biología, Universidad de 

Murcia, 30100, Murcia, España.  

2Grupo de investigación de Terapias Moleculares y Biomarcadores de Tumores Sólidos, Instituto 

Murciano de Investigación Biosanitaria (IMIB), 30120, Murcia, España. 

3Ludwig Institute for Cancer Research, Nuffield Department of Clinical Medicine, Universidad de 

Oxford, Headington, Oxford OX3 7DQ, Reino Unido. 
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 RESUMEN 

El factor inducible por hipoxia (HIF-1α) se expresa de forma constitutiva en células 

de melanoma en condiciones normales de oxígeno (normoxia) y su elevada expresión 

se correlaciona con la agresividad de los tumores de melanoma. En este estudio, 

utilizamos la acriflavina, un potente inhibidor de la dimerización de HIF-1α, como 

herramienta para investigar si las vías reguladas por HIF-1α contribuyen al crecimiento 

de las células de melanoma en normoxia. Observamos que la acriflavina afectaba de 

forma diferencial a las dianas moleculares reguladas por HIF-1α en melanoma bajo 

condiciones de normoxia. Si bien el tratamiento con la acriflavina aumentaba la 

expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), también reducía 

significativamente la expresión de la piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1), una 

diana bien conocida de HIF-1α. Consecuentemente, la disminución de PDK1, debido a 

la acriflavina redujo la disponibilidad de glucosa y suprimió el efecto Warburg en las 

células de melanoma. Además, al bloquear la fosforilación de AKT y RSK2, la acriflavina 

también evitó las vías protectoras necesarias para la supervivencia en condiciones de 

estrés oxidativo. En este sentido, demostramos que la acriflavina activaba la 

degradación del factor de transcripción activador 4 (ATF4) a través del proteasoma y, al 

mismo tiempo, reducía la expresión del factor de transcripción asociado a microftalmia 

(MITF), un regulador clave en el desarrollo de los melanocitos y un oncogén en el 

melanoma. Dado que el tratamiento con la acriflavina provoca la muerte de las células 

de melanoma, nuestros resultados sugieren que la inhibición de la función de HIF-1α en 

el melanoma podría ofrecer nuevas posibilidades en el tratamiento de esta enfermedad, 

independientemente de la presencia de hipoxia en el tumor. 
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5.2. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN 

ASOCIADO A MICROFTALMIA (MITF) 

INDUCE EL ESCAPE DEL SISTEMA 

INMUNE INNATO EN EL MELANOMA 

Los resultados del estudio de la función del factor de transcripción asociado a 

microftalmia (MITF) sobre la evasión del sistema inmunitario innato en el melanoma se 

recogen en la publicación que se adjunta. 

URL: https://jeccr.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13046-021-01916-8 

 TÍTULO 

MITF induces escape from innate immunity in melanoma. 
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 RESUMEN 

El uso de la inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento del cáncer. Sin embargo, 

aún se desconoce cómo el sistema inmune responde ante la diversidad fenotípica 

presente en los tumores. En el caso del melanoma, uno de los principales determinantes 

de la identidad fenotípica es el oncogén de supervivencia de linaje MITF, que integra 

diversas señales microambientales para coordinar procesos implicados en la 

fisiopatología del melanoma y que incluyen su supervivencia, la evasión de la 

senescencia, la diferenciación, la proliferación, la invasión, el metabolismo y la 

reparación de daños en el ADN. Sin embargo, hasta hoy se desconoce el papel de MITF 

en la respuesta inmunitaria. Mediante el uso de varios modelos de melanoma de ratón, 

exploramos el posible papel de MITF en la modulación de la respuesta inmune contra el 

melanoma. Se emplearon técnicas como ChIP-seq, Western blot, microscopía confocal, 

edición genómica mediante CRISPR/Cas9 y pruebas de luciferasa, entre otras, para 

determinar los mecanismos subyacentes por los que la plasticidad fenotípica impulsada 

por MITF modula la respuesta mediada por células NK en melanoma. Los resultados 

mostraron que MITF regulaba la expresión de ADAM10, una enzima que corta los 

ligandos MIC-A/B, claves para la interacción con las células NK. Mediante el control del 

reconocimiento del melanoma por las células NK, MITF es capaz de regular la respuesta 

del melanoma al sistema inmunitario innato. En consecuencia, mientras que las células 

de melanoma con bajos niveles de expresión de MITF pueden ser eliminadas 

eficientemente por las células NK, las células de melanoma con una mayor expresión 

de MITF logran escapar a la vigilancia de las células NK. Como conclusión, nuestros 

resultados indican que la modulación de MITF es un factor significativo en la respuesta 

inmune contra el melanoma que debería ser tenido en cuenta al aplicar terapias 

inmunitarias específicas para el tratamiento del melanoma. 
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5.3. EL BLOQUEO DE LA METILACIÓN 

DE PROTEÍNAS EN CÉLULAS DE CÁNCER 

DE PÁNCREAS RESULTA EN EL 

DESEQUILIBRIO DE LA SEÑALIZACIÓN 

MEDIADA POR KRAS Y LA INHIBICIÓN DE 

LA AUTOFAGIA 

Los resultados del estudio en relación con la modulación de la metilación de proteínas 

sobre la ruta de señalización mediada por KRAS y el proceso de autofagia en cáncer de 

páncreas se recogen en la publicación que se adjunta. 

URL: https://www.nature.com/articles/s41419-023-06288-9  
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Targeting protein methylation in pancreatic cancer cells results in KRAS signaling 

imbalance and inhibition of autophagy. 
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 RESUMEN 

Las células de cáncer de páncreas con mutaciones en KRAS requieren de una 

elevada autofagia basal para su crecimiento y viabilidad. En este trabajo, observamos 

cómo algunos de los procesos que permiten el mantenimiento de esa autofagia basal 

en las células de cáncer de páncreas están mediados por la metilación de proteínas. 

Así, la metilación de proteínas como PP2A y MRAS sustenta la actividad autofágica de 

dichas células. La interrupción de la metilación de proteínas utilizando un tratamiento 

hipometilante (HMT), que agota los niveles celulares de S-adenosilmetionina al mismo 

tiempo que induce la acumulación de S-adenosilhomocisteina, resulta en la inhibición 

de la autofagia y en la activación de estrés del retículo endoplásmico en las células de 

cáncer de páncreas. Las condiciones de hipometilación a través de la reducción de la 

localización en membrana de MRAS, producen un desequilibrio en la señalización de 

KRAS, lo que provoca la inactivación parcial de ERK y la sobreactivación de la ruta 

PI3K/AKT-mTORC1. Así, el tratamiento HMT impide la activación de CRAF mediante la 

disrupción del complejo ternario SHOC2 (SHOC2/MRAS/PP1), el cual actúa como una 

holofosfatasa CRAF-S259. Los procesos de desmetilación que resultan en la 

inactivación de PP2A también favorecen la inhibición de la autofagia bloqueando la 

activación de ULK1 a la vez que restablecen la retención citoplasmática de los factores 

de transcripción MiT/TFE. Dado que la autofagia permite a las células de cáncer de 

páncreas la plasticidad metabólica necesaria para hacer frente a diferentes condiciones 

de estrés, mientras que al mismo tiempo promueve su patogénesis y resistencia a 

inhibidores de la ruta de KRAS, esta terapia hipometilante, podría representar una 

estrategia terapéutica para el tratamiento del cáncer de páncreas. 
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CAPÍTULO 6. CONCLUSIONES  

6.1. CONCLUSIONES 

1. La acriflavina inhibe la dimerización de HIF-1 en el melanoma en condiciones 

de normoxia y afecta de forma diferencial a la expresión de sus dianas 

moleculares GLUT1, PDK1 y VEGF. Como consecuencia, el tratamiento con 

acriflavina provoca una disminución en la entrada y disponibilidad de la glucosa 

y la consecuente supresión del efecto Warburg. 

 

2. La acriflavina inhibe la fosforilación de AKT y RSK2 bloqueando las respuestas 

necesarias para la supervivencia de las células de melanoma en condiciones 

de estrés mediante la reducción de la expresión de MITF y ATF4. 

 

3. El tratamiento de las células de melanoma con acriflavina provoca daño en el 

ADN y muerte celular por apoptosis, lo que sugiere que la inhibición de HIF-1α 

en melanoma podría suponer una terapia efectiva, independientemente de las 

condiciones de hipoxia en el tumor. 

 

4. Demostramos por primera vez que MITF regula de forma directa la expresión 

de ADAM10 en células de melanoma mediante su unión al promotor en la 

secuencia consenso CACGTG (E-box). 

 

5. Nuestros resultados han identificado el papel clave de MITF en la muerte 

celular mediada por las células NK a través de la regulación de la expresión de 

la proteasa ADAM10, implicada en la presentación de los ligandos de NKG2D 

en la superficie de las células de melanoma. 

 

6. Demostramos la doble función de MITF en la modulación de la respuesta 

inmune anti-melanoma: por un lado, activando la respuesta de los linfocitos T 

y, por otro lado, bloqueando la muerte celular mediada por las células NK. 

 

7. El papel de MITF en la regulación de ADAM10 junto con su participación en la 

respuesta inmune contra el melanoma permiten proponer el uso de inhibidores 

específicos de ADAM10 como una estrategia novedosa complementaria a las 

actuales inmunoterapias. 
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8. El tratamiento hipometilante (HMT) conlleva una disminución de los niveles de 

metilación de proteínas, produciendo un desequilibrio en la señalización de 

KRAS en células de cáncer de páncreas, lo que provoca la inactivación parcial 

de la ruta MAPK y la sobreactivación de la ruta PI3K/AKT-mTORC1. 

 

9. La disminución de la actividad de PP2A inducida por la combinación HMT 

provoca una alteración en la translocación al núcleo de los factores MiT/TFE y 

una disminución de la actividad de ULK1, necesarias para la activación de la 

autofagia en cáncer de páncreas. 

 

10. El tratamiento de las células de cáncer de páncreas con HMT reduce la 

localización en membrana de MRAS alterando el complejo SHOC2 

(SHOC2/MRAS/PP1) e impide la activación de CRAF. 

 

11. Proponemos el control de la metilación de proteínas como una nueva estrategia 

frente al cáncer de páncreas en base a su capacidad de activar la respuesta a 

estrés del retículo endoplásmico y apoptosis, a la vez de inhibir la autofagia. 

Así, el tratamiento HMT podría evitar la plasticidad metabólica frente a 

condiciones de estrés, además de la patogénesis y la resistencia a inhibidores 

de la ruta KRAS en este tipo de cáncer. 
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6.2. CONCLUSIONS 

1. Acriflavine inhibits HIF-1 dimerization in melanoma under normoxic conditions 

and differentially affects the expression of its molecular targets GLUT1, PDK1 

and VEGF. Consequently, acriflavine treatment leads to a reduction in glucose 

uptake and availability, resulting in the suppression of the Warburg effect. 

 

2. Acriflavine inhibits AKT and RSK2 phosphorylation blocking responses 

necessary for melanoma cell survival under stress conditions by reducing MITF 

and ATF4 expression. 

 

3. Treatment of melanoma cells with acriflavine results in DNA damage and 

apoptotic cell death, indicating that HIF-1α inhibition in melanoma may be an 

effective therapy regardless of hypoxic conditions in tumours. 

 

4. We demonstrate for the first time that MITF regulates ADAM10 expression in 

melanoma cells by binding directly to the promoter at the CACGTG (E-box) 

consensus sequence. 

 

5. Our results have identified the key role of MITF in NK cell-mediated cell death 

by controlling the expression of ADAM10, a protease involved in the 

presentation of NKG2D ligands on the surface of melanoma cells. 

 

6. We reveal the dual function of MITF in modulating the anti-melanoma immune 

response. On the one hand, MITF can activate T lymphocyte responses, while 

on the other hand it can inhibit NK cell-mediated cell death. 

 

7. The role of MITF in the regulation of ADAM10 together with its involvement in 

the immune response against melanoma allows us to propose the use of 

specific ADAM10 inhibitors as a novel complementary strategy to current 

immunotherapies. 

 

8. Hypomethylating treatment (HMT) decreases protein methylation levels, which 

leads to an imbalance in KRAS signalling in pancreatic cancer cells, resulting in 

partial inactivation of the MAPK pathway and overactivation of the PI3K/AKT-

mTORC1 pathway. 
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9. The decrease in PP2A activity induced by the HMT combination causes an 

alteration in the translocation to the nucleus of MiT/TFE factors and a decrease 

in ULK1 activity, which are necessary for the activation of autophagy in 

pancreatic cancer. 

 

10. Treating pancreatic cancer cells with HMT reduces MRAS membrane 

localisation by disrupting the SHOC2 complex (SHOC2/MRAS/PP1) and 

prevents CRAF activation. 

 

11. We propose the control of protein methylation as a new strategy against 

pancreatic cancer based on its ability to activate the endoplasmic reticulum 

stress response and apoptosis, while inhibiting autophagy. Thus, HMT 

treatment could prevent metabolic plasticity under stress conditions, as well as 

pathogenesis and resistance to KRAS pathway inhibitors in this type of cancer. 
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