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ADN : Ácido desoxirribonucleico 

ADNc : ADN copia 

AKT = PKB ( Protein Kinasa B ) :Proteína quinasa B 

AML (Acute Mieloid Leukemia) : Leucemia Mieloide Aguda 

APE1/Ref1  (AP endonuclease 1 / redox factor 1) : AP endonucleasa 1 / factor redox 1  

APL ( Acute Promyelocytic  Leukemia) : Leucemia Promielocítica Aguda 

APO : Apocinina 

AS2O3 : Trióxido de arsénico 

ATP : Adenosin trifosfato 

BSA: Seroalbúmina Bovina 

CaBD (Calcium-binding domain): Dominio de unión al Calcio 

CD (Cluster of Differentation) : Grupo de diferenciación .  

CFU-G  (Colony forming unit – granulocyte) : Unidad formadora de colonias de granulocitos 

CFU-M  (Colony forming unit – macrophage) : Unidad formadora de colonias de 

macrófagos 

CFU-GM  (Colony forming unit – granulocyte, macrophage) : Unidad formadora de colonias 

de granulocitos y macrófagos.  

CI : Cociente de interacción 

CLP (Common Lymphoid Progenitor) : Progenitor linfoide común 

CML (Chronic Myelogenous Leukemia) : Leucemia Mieloide Crónica 

CMNs : células mononucleadas 

CMP ( Common Myeloid Progenitor) : Progenitor mieloide común 

CRKL ( Crk-like protein) : proteína similar a Crk 

Cromosoma Ph : cromosoma Philadelphia 

Cys : Cisteína 

dH2O : Agua ultrapura 

DMSO : Dimetilsulfóxido 

DNMTs : DNA-metil transferasas 

DPI : Difenil iodonium 
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DSBs (Double Strand breaks): roturas de doble hebra 

Elementos ARE (Antioxidant Responsive Elements): Elementos de respuesta     

antioxidante.           

Elementos ORE ( Oxidative Responsive Elements) :Elementos de respuesta a oxidación 

Elementos HRE ( Hypoxia Response Elements) : Elementos de respuesta a hipoxia 

ERK  (Extracellular signal- regulated kinase) : Quinasa regulada por señales 

extracelulares. 

Fa : Fracción afectada 

FAD : Flavina Adenina Dinucleótido 

FBS : Suero Fetal Bovino 

FT : Factor de Transcripción 

GAPDH (“Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase”): gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa 

Gln : Glutamina 

GRX : Glutarredoxina 

GSH : glutatión reducido 

GSSG : Glutatión oxidado 

G-CSF ( Granulocyte Colony-Stimulating Factor) : Factor estimulador de colonias de 

granulocitos 

H2O2 : Peróxido de Hidrógeno 

HATs : Histonas acetilasas 

HDACs : Histonas deacetilasas 

HIFs (Hypoxia Inducible Factors) : Factores inducibles por hipoxia 

His : Histidina 

HRP (Horseradish Peroxidase) : Peroxidasa de rábano 

HSC ( Hematopoietic Stem Cells) : Células madre hematopoyéticas  

Igs : Inmunoglobulinas 

IL : interleucina 
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IM : Imatinib 

IP : Ioduro de propidio 

JAKs (Janus Kinases) : Quinasas de la familia “Janus” 

JNK (c-Jun amino-terminal kinase ) : Quinasa del extremo amino terminal de c- Jun 

KDa : KiloDalton 

LMC : Leucemia mieloide crónica 

LPS : lipopolisacáridos 

LSC ( Leukemic Stem Cells) : Células madre leucémicas 

MAPK ( Mitogen Activated Protein Kinases) :Proteínas quinasas activadas por mitógenos. 

MBP ( Methyl-CpG- binding proteins) : Proteínas de union a metil-CpG 

MEKK1 : MEK quinasa 1 

MO : Médula Osea 

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

NADPH: Nicotinamina Adenina Dinucleótido Fosfato 

NF-κB (nuclear factor- kappa B) : Factor nuclear kappa B 

NILO : Nilotinib 

NOX : NADPH oxidasa 

Nrf1 y Nrf2 : “ Nuclear factor erythroid-derived 2 – related factors 1 and 2” 

O-
2 : Anión Superóxido 

OH- : Radical Hidroxilo 

p/v : peso/ volumen 

PAGE (Polyacrilamide Gel Electrophoresis) : Electroforesis en gel de poliacrilamida 

pb : pares de bases 

PBS ( Phosphate Buffer Saline) : Tampón fosfato salino ó solución amortiguadora de  

fosfatos        

PCR (Polimerasa Chain Reaction) : Reacción en cadena de la polimerasa        

PEI : Polietilenimina lineal                                         

PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) : Fosfatidil inositol 3 quinasa 

PKA : Proteína quinasa A 
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PKC : Proteína quinasa C 

pNPP: bis-paranitrofenil fosfato 

PP2A (“protein phosphatase 2A”): Proteína fosfatasa 2A 

PTKs: Proteína Tirosina quinasas 

PTPs  (“Protein tyrosin phosphatases”): Proteína Tirosina Fosfatasas 

PVDF : Difluoruro de polivinilideno 

ROS (“Reactive Oxigen Species”) : Especies Reactivas del Oxígeno 

rpm : Revoluciones por minute 

RT-qPCR  (“Real time-quantitative PCR”) : PCR a tiempo real cuantitativa 

SCF (Stem Cell factor) : Factor de células madre 
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siRNA (small interference RNA) : ARN pequeño de interferencia 

shRNA (small hairpin RNA) : ARN pequeño de horquilla 

SH2 ( Src homology 2 domain : Dominios homólogos al dominio 2 de la proteína Src 

SH3 ( Src homology 3 domain): Dominios homólogos al dominio 3 de la proteína Src 

STATs (Signal transducers and activators of transcription): Proteínas transductoras de 
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TBS (Tris Buffer Saline) : Tampón Tris Salino 
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TNFα (Tumor necrosis factor α) : Factor de necrosis tumoral α 

Tris : Tris(hidroximetil)aminometano 

TRX : Tiorredoxina 

TrxR : Tiorredoxina Reductasa 

Tween 20 : Polioxietileno 20 sorbitan monolaurato 

Tyr : Tirosina



                                                                                                                             

 

                                                                         

 

 

 

 

                                                    

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       ÍNDICE   



                                                                                                                                       Índice 

CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN  

1. ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO (ROS).  

1.1 Fuentes intracelulares de ROS.  

1.2 Sistemas celulares antioxidantes.  

1.3 ROS como reguladores de la señalización intracelular: “Redox signalling”.  

1.4 ROS como reguladores de la expresión génica.  

2. FAMILIA NADPH OXIDASA.  

2.1         Estructura de las NADPH oxidasas:  

2.2 Mecanismo de acción de la subunidad catalítica  

2.3 Regulación de la activación del complejo NADPH oxidasa.  

I. Dependientes de p22
phox 

: NOX1, NOX2, NOX3 y NOX4.  

II. Dependientes de Ca2+ : NOX5, DUOX1 y DUOX2.  

2.4 Distribución y localización subcelular de la familia NADPH oxidasa.  

2.5 Regulación de la expresión de la familia NADPH oxidasa.  

3. ROS Y NADPH OXIDASAS EN CÁNCER  

3.1 ROS y NADPH oxidasas en cánceres hematopoyéticos.  

4. LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA (LMC).  

4.1 Fase crónica de la enfermedad.  

4.2 Vías de señalización asociadas a BCR-ABL en LMC.  

4.3 Tratamiento de la leucemia mieloide crónica.  

4.4 ROS en leucemia mieloide crónica.  

CAPÍTULO II . OBJETIVOS  

CAPÍTULO III . MATERIALES Y MÉTODOS  

1. APARATOS :  

2. MATERIALES:  

2.1 MATERIAL BIOLÓGICO:  

2.1.1.Líneas celulares:  

2.1.2 Células de médula ósea de pacientes con LMC y de donantes sanos  

2-1-3 Cepas bacterianas:  

2.2 MATERIAL INFORMÁTICO:  

3. REACTIVOS :  

4. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES:  

4.1 MEDIOS DE CULTIVO CELULAR :  

4.2 MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANO.  

4.3 SOLUCIONES Y TAMPONES.  

5. MÉTODOS:  

5.1 CULTIVOS CELULARES  

5.2 AISLAMIENTO DE LAS CÉLULAS MONONUCLEADAS Y CD34+ DE MÉDULA ÓSEA.  

5.3 ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN MEDIANTE EL SISTEMA DEL MTT  



                                                                                                                                       Índice 

5.4 ENSAYOS DE FORMACIÓN Y CONTAJE DE COLONIAS. CLONOGENICIDAD.  

5.5 GENERACIÓN DE UN MODELO ANIMAL XENOINJERTO DE LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA.  

5.6 ANÁLISIS DE LOS TRATAMIENTOS EN UN MODELO DE RATÓN TRANSGÉNICO PARA LEUCEMIA 

MIELOIDE     CRÓNICA .  

5.6.1 Aplicación del tratamiento de los ratones.  

5.6.2 Análisis del porcentaje de granulocitos:  

5.6.3 MEDIDA DE LOS NIVELES DE ROS INTRACELULARES.  

5.7 OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS CELULARES PROTEICOS  

5.8 VALORACIÓN DE PROTEÍNAS.  

5.9 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE TRANSFERENCIA DE WESTERN.  

5.9.1.Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.  

5.9.2 Transferencia de las proteínas a la membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF).  

5.9.3 Incubación de la membrana con los anticuerpos.  

5.9.4 Detección.  

5.9.5 Cuantificación.  

5.10 ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR  

5.11 MEDIDA DEL DAÑO EN EL DNA (roturas de doble hebra “DSBs”)  

5.12 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR  

5.13 EXTRACCIÓN DE ARN  

5.14 SÍNTESIS DE ADN COPIA (ADNc) Ó RETROTRANSCRIPCIÓN  

5.15 PCR CUANTITATIVA O A TIEMPO REAL (qPCR)  

5.16 SILENCIAMIENTO DE NADPH OXIDASAS MEDIANTE ARN DE INTERFERENCIA.  

5.16.1 Diseño las parejas de oligonucleótidos para el silenciamiento.  

5.16.2 Clonaje de los siRNA en el plásmido lentiviral pLVTHM.  

a) Preparación de los oligonucleótidos.  

b) Preparación del plásmido  

c) Ligación en pLVTHM.  

5.16.3 Transformación de bacterias mediante choque térmico.  

5.16.4 Comprobación de los clones.  

a) Comprobación mediante el análisis del patrón de restricción.  

b) Comprobación mediante PCR convencional.  

c) Electroforesis en gel de agarosa  

5.16.5 Amplificación de las construcciones  

5.16.6 Transfección de las células HEK 293T.  

5.16.7 Transduccion lentiviral de la línea celular K562 con el ARN de interferencia (iRNA)  

5.17 SILENCIAMIENTO DE LA PROTEÍNA REGULADORA p22
phox 

Y DE LA PTP SHP1 MEDIANTE ARN DE 

INTERFERENCIA.  

5.18 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

CAPÍTULO IV : RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

1. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA SOBRE LA PROLIFERACIÓN DE 

CÉLULAS LEUCÉMICAS.  

1.1 El tratamiento con inhibidores de la actividad NADPH oxidasa inhibe el crecimiento de la línea 

celular leucémica K562.  

1.2 El tratamiento con inhibidores de la actividad NADPH oxidasa inhibe el crecimiento de las células 

mononucleadas de médula osea de pacientes con leucemia mieloide crónica.  

2. EMPLEO DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL  



                                                                                                                                       Índice 

3. COMBINACIÓN DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL CON INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD 

NADPH OXIDASA EN LÍNEAS CELULARES DE LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA.  

3.1 Efecto combinado de la inhibición de NADPH oxidasas y BCR-ABL sobre la proliferación de líneas 

celulares de leucemia mieloide crónica.  

3.2 Estudio de la relación entre los inhibidores de NADPH oxidasas y los inhibidores de la quinasa BCR-

ABL en líneas celulares de leucemia mieloide crónica.  

4. COMBINACIÓN DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL CON INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD 

NADPH OXIDASA EN CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE PACIENTE.  

4.1 Efecto combinado de la inhibición de NADPH oxidasas y BCR-ABL sobre la proliferación de células 

mononucleadas de médula osea de paciente.  

4.2 Estudio de la relación entre los inhibidores de NADPH oxidasas y BCR-ABL en células 

mononucleadas de paciente.  

5. COMBINACIÓN DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL CON INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD 

NADPH OXIDASA EN CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE INDIVIDUOS SANOS  

6. ANÁLISIS “in vivo” DE LA EFECTIVIDAD DE LA INHIBICIÓN DE LAS NADPH OXIDASAS COMO       

TRATAMIENTO EN LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA.  

1.44 Evaluacion del uso de inhibidores de NADPH oxidasas como tratamiento en LMC en un Modelo de 

ratones Xenoinjerto.  

1.45 Evaluacion del uso de inhibidores de NADPH oxidasas como tratamiento en leucemia mieloide 

crónica en ratones transgénicos BCR-ABL positivos.  

7. ANÁLISIS DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE ROS  

8. IMPLICACIÓN DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN LAS RUTAS DE SEÑALIZACIÓN DE BCR-ABL EN    

CÉLULAS K562.  

8.1 Efecto de la inhibición química de las NADPH oxidasas sobre la señalización de BCR-ABL.  

8.2 Efecto del silenciamiento de la proteína reguladora p22
phox

 sobre la señalización de BCR-ABL.  

9. ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS PTPs COMO REGULADORAS DEL ESTADO ACTIVO DE BCR-ABL: SHP1 Y 

SHP2  

9.1 Efecto de SHP1 y SHP2 en los niveles de fosforilación de BCR-ABL en células K562.  

9.2 Efecto de SHP1 y SHP2 sobre la proliferación de células K562.  

9.3 Medida de la actividad de SHP1 y SHP2 en células Boff210 bajo inhibidores de la actividad NADPH 

oxidasas e inhibidores de BCR-ABL.  

10. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR EN LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS K562.  

10.1 Bloqueo de la progresión del ciclo celular por la inhibición de la actividad NADPH oxidasa.  

10.2 Efecto de los inhibidores de la actividad NADPH oxidasa sobre la Inestabilidad genómica.  

10.3 Efecto de la inhibición de NADPH oxidasas sobre la viabilidad celular.  

11. PATRÓN DE EXPRESIÓN DE NADPH OXIDASAS DE LAS CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA.  

11.1 Análisis del patrón de expresión de la familia NADPH oxidasas en células K562 y células CMNs de   

médula osea de pacientes.  

11.2 Silenciamiento de las NADPH oxidasas expresadas en K562  

CAPÍTULO V : CONCLUSIONES  



                                                                                                                                       Índice 

CAPÍTULO VI : BIBLIOGRAFÍA  

 



                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                       CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 





                                                                                                             CAPÍTULO I – Introducción 

3 

 

 

1. ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO (ROS). 

 

Como consecuencia de su metabolismo aerobio, las células eucarióticas tienen que lidiar de 

manera constante con la producción de especies reactivas del oxígeno o ROS (del inglés 

“Reactive Oxygen Species”), que se forman continuamente en la célula a causa de la reducción 

parcial del oxígeno (O2). 

La generación de ROS es generalmente una cascada de reacciones que comienza con la 

producción de anión superóxido (O2
· ˉ) a partir del O2 (Figura I-1). Este superóxido puede 

dismutar a peróxido de hidrógeno (H2O2), bien espontáneamente, particularmente a pH ácido, o 

bien catalizado por la superóxido dismutasa (SOD). El O2
·•ˉ puede reaccionar también con el 

óxido nítrico (NO•) para formar peroxinitrito (ONOO-), dando lugar a las especies reactivas del 

Nitrógeno (RNS). A partir del H2O2, se puede generar el radical hidroxilo (OH•) mediante la 

reacción de Fenton, o bien formar ácido hipocloroso (HOCL) por la acción de la 

mieloperoxidasa. El peróxido de hidrógeno suele ser eliminado en la célula mediante su 

transformación a H2O y O2 por acción de catalasas y de la glutation peroxidasa (GPX), 

principalmente (Turrens, 2003).  

 

Esquema I-1. Principales especies reactivas del oxígeno (ROS). Las más relevantes son el anión 
superóxido (O2

-
), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH·). Modificada de Kyaw et al., 

2004. 
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Las ROS presentan una elevada reactividad, en especial el radical OH•, pudiendo oxidar, y en 

muchos casos dañar, gran cantidad de biomoléculas (proteínas, lípidos y ácidos nucleicos 

fundamentalmente), lo que puede eliminar o alterar de manera irreversible la función de estas 

moléculas dianas. La respuesta celular ante elevados niveles de ROS  suele ser un bloqueo del 

ciclo celular para intentar reparar los daños generados en la célula, o bien, si esto no resulta 

suficiente, la iniciación de programas de muerte celular (Beckman and Ames, 1998). Así, una 

producción excesiva de ROS, lo que habitualmente se denomina estrés oxidativo, se relaciona 

con el envejecimiento, con enfermedades degenerativas y con cáncer (Genestra, 2007). 

Sin embargo, durante los últimos años, el crecimiento del estudio de las ROS ha evidenciado 

que estas moléculas presentan un carácter dual ya que, si bien un aumento excesivo en sus 

niveles provoca daño celular, una producción moderada de ROS resulta ser un  mecanismo de 

regulación de la señalización celular (Tatla et al., 1999) y de la expresión génica (Goldstone et 

al., 1996), necesario en gran cantidad de procesos celulares, como defensa e inflamación, 

procesos de diferenciación, proliferación y crecimiento celular, migración, apoptosis, etc 

(revisado en Bedard and Krause, 2007). 

 

1.1   Fuentes intracelulares de ROS. 

En organismos pluricelulares, todos los tipos celulares son capaces de producir ROS. La 

mitocondria es cuantitativamente la principal generadora de ROS en la célula (Poyton et al., 

2009)  debido a que durante el proceso de producción de energía a través de la cadena 

respiratoria, aproximadamente el 2 % del O2 consumido es prematuramente reducido por un 

único electrón, quedando parcialmente reducido, lo que da lugar a la producción de superóxido 

(O2
-) (Boveris et al., 1972).  

Se considera que los dos principales puntos en los que se genera O2
._ en la cadena de 

transporte electrónico son los complejos I y III (complejo “NADH-Coenzima Q oxirreductasa” y 

complejo “Coenzima Q-citocromo c oxidorreductasa” respectivamente). El anión superóxido 

generado en estos dos complejos puede ser transformado a H2O2 por  la acción de superóxido 

dismutasas existentes en la mitocondria (CuZnSOD o MnSOD)(Esquema I-2). Este compuesto 

es permeable debido a su ausencia de carga, por lo que difunde fácilmente a través de las 

membranas mitocondriales y llega finalmente al citosol (revisado en Venditti et al., 2013). 
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           Existen, además de las mitocondrias, otros sistemas enzimáticos celulares productores 

de ROS en las células, que son la xantina oxidasa, las NADPH oxidasas (NOX, de las que 

hablaremos en profundidad más adelante), las óxido nítrico sintasas (NOS), las ciclo-

oxigenasas, las mono-oxigenasas y las lipoxigenasas (Paravicini and Touyz, 2008).  

 

1.2   Sistemas celulares antioxidantes.  

Para lidiar con la generación continua de ROS y su alta reactividad con otras biomoléculas, las 

células aerobias han desarrollado mecanismos antioxidantes que se encargan de contrarrestar 

sus efectos nocivos, manteniendo un balance entre producción y eliminación de ROS. Si existe un 

desequilibrio en este balance, favoreciéndose la formación intracelular de ROS,  se va a 

desarrollar una situación de estrés oxidativo, lo que va a provocar daño celular (Halliwell et al., 

1992).   

Los sistemas antioxidantes celulares más conocidos (Esquema I-3) son: 

     - Sistema de la glutarredoxina: es un sistema enzimático formado por glutarredoxina (GRX), 

glutatión y NADPH. Se basa en la capacidad reductora del glutatión. Es un tripéptido (L-γ-glutamil-

L-cisteinil-glicina) que gracias al grupo tiol (SH) de la Cisteína (Cys) tiene la capacidad de oxidarse 

para reducir a la glutarredoxina. El glutatión oxidado (GSSG) puede ser regenerado a glutatión 

reducido (GSH) por acción de la enzima glutatión reductasa, que le dona un electrón a partir del 

NADPH. El glutatión es considerado el principal regulador del estado redox en las células de 

mamíferos (Gómez et al., 2004; Wu et al., 2004), ya que interviene también en la regulación de las 

vías de señalización activadas por estrés oxidativo (Haddad et al., 2000; Meister, 1988).   

     - Sistema de la tiorredoxina : es un sistema formado por tiorredoxina (TRX) y NADPH. En su 

estado reducido la TRX muestra dos grupos tiol (-SH) en su sitio activo. Las proteínas oxidadas 

pueden reducirse en el citoplasma cuando reciben los electrones de TRX, que entonces se oxida 

formando puentes disulfuro (S-S). La forma oxidada de la TRX es reducida de nuevo por la 

tiorredoxina reductasa (TRXR), que le transfiere electrones desde el NADPH (Bjornstedt et al., 

1994; Holmgren, 1979; Holmgren, 1984). La proteína TRX se expresa de manera ubicua, y es un 

importante sensor redox porque su expresión está regulada por elementos ORE (del inglés 

“Oxidative Responsive Elements”) y elementos ARE (del inglés “Antioxidant-Responsive 

Elements”) (Das, 2004; Nakamura et al., 1997).    
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Esquema I-3. Esquema de los principales sistemas celulares antioxidantes. A) Sistema de la 
Glutarredoxina. B) Sistema de la Tiorredoxina. 

 

1.3   ROS como reguladores de la señalización intracelular: “Redox signalling”. 

 

La idea de que las ROS intracelulares pueden jugar un papel importante en la regulación de la 

señalización intracelular surgió hace varias décadas. Ya en los años 70 se sugirió un papel de 

los ROS en la inmunidad innata, señalando que el aumento intracelular de estos era necesario 

para la actividad bactericida de los leucocitos (Babior et al., 1973). En esta misma década  se 

descubrió que el H2O2 añadido exógenamente podía mimetizar la actividad señalizadora de la 

insulina (Czech et al., 1974), y en los años 80 se publicó que bajas concentraciones de H2O2 

exógeno inducían la proliferación celular (Burdon et al., 1989). El descubrimiento de la familia 

NADPH oxidasa y sus diferentes isoformas en los años posteriores intensificó el interés por las 

ROS como reguladoras de la señalización celular, produciéndose una expansión en este 

campo de investigación que ha puesto de manifiesto en la última década el papel fundamental 

de las ROS en la regulación de numerosos procesos fisiológicos, siendo en la actualidad 

totalmente aceptado y utilizado el término “redox signalling”. 

Una molécula que funciona como señalizadora suele reunir tres características principales: 

1) Su concentración está regulada tanto a nivel de síntesis como de eliminación. 

2) Presenta dianas o receptores específicos 

3) Su efecto en la señalización es reversible 
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La mayoría de las ROS (OH
·
, OCl-, radicales orgánicos, etc), presenta una reactividad muy alta 

e inespécifica, y su presencia no está controlada a nivel enzimático. Sin embargo, el O2
.- y el 

H2O2, según estos criterios, serían candidatos válidos para ejercer un papel en la señalización 

celular, ya que: i) ambas pueden ser producidas y eliminadas enzimáticamente, regulándose 

así sus concentraciones en la célula (Tabla I-1), y ii) presentan cierta selectividad de reacción.  

Tabla I-1. Principales factores reguladores de los niveles de anión superóxido (O2
-
) y peróxido de 

hidrógeno (H2O2) en la célula. (tomada de Bartosz, 2009) 

 

 

Por tanto, al utilizar el concepto de ROS como segundos mensajeros, se está aludiendo 

exclusivamente al O2
- y el H2O2. Numeroso estudios (revisado en Bartosz, 2009) han 

demostrado que los niveles de estas moléculas son incrementados en la célula como respuesta 

a diferentes estímulos, entre los que se encuentran:  

- Factores de crecimiento: EGF (“epidermal growth factor”), PDGF (“platelet-derived 

groeth factor”), VEGF (“vascular endotelial growth factor”), bFGF (“basic fibroblast 

growth factor”) o TGF-β1 (“transfroming growth factor β1”).  

- Citoquinas: TNFα ( “Tumoral necrosis factor α”) y IL1 (Interleucina 1) 

- Agonistas de receptores acoplados a proteínas G: Angiotensina II, trombina, endotelina, 

serotonina, ceramida, histamina,etc. 

En la mayoría de los casos, la generación de ROS mediada por estos factores ocurre a través de 

la inducción de las NADPH oxidasas.  

El mecanismo por el cual las ROS participan en la señalización celular, es una cuestión de gran 

importancia que aún no se conoce completamente, pero que parece dirigirse hacia dos 

caminos no excluyentes, que son la sucesión de cambios en el estado “redox” de la célula y la 

modificación de proteínas diana. El estado redox de una célula está definido por el potencial de 

reducción-oxidación que presentan las principales reservas redox intracelulares en los distintos 
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compartimentos de la célula (GSSC/GSH, NADP+/NADPH, glutarredoxina y  tiorredoxina). Está 

comprobado que este estado redox cambia según los acontecimientos celulares, siendo 

diferente en células con crecimiento activo, que en células diferenciadas o en células 

apoptóticas. (revisado en Bartosz, 2009). 

En cuanto a la modificación de proteínas diana, las especies reactivas del oxígeno producen la 

oxidación de otras biomoléculas, por lo que la señalización asociada a ROS debe estar 

mediada por proteínas que puedan ser sensibles y reversiblemente oxidadas. El aminoácido 

cisteína (Cys) presenta en su cadena lateral un grupo tiol (-SH), que es altamente susceptible a 

oxidación. De acuerdo con esto, una de las dianas en la señalización de los ROS serán 

proteínas que dependan de residuos de cisteína para llevar a cabo su actividad enzimática, ya 

que van a ser muy sensibles a un incremento de los niveles de ROS intracelulares, sufriendo 

modificaciones en su estado activo.  

La cisteína puede presentar distintos grados de oxidación (Esquema I-4), de manera que el 

grupo tiol (-SH), por la acción de las ROS, puede dar lugar a un grupo sulfénico (-SOH), a un 

grupo sulfínico (-SO2H) ó finalmente a un grupo sulfónico (-SO3H). Cuando la cisteína está 

parcialmente oxidada (-SOH) puede unirse también con otros residuos Cys, formando puentes 

disulfuro (S-S). Cabe destacar que de estos 4 estados, –SOH (sulfénico) y S-S (puentes 

disulfuro) son reversibles en condiciones celulares normales por la acción de antioxidantes, 

mientras que los motivos altamente peroxidados no pueden ser reducidos nuevamente por la 

célula, lo que se traducirá en un daño irreversible en la estructura de la proteína, con la 

consecuente pérdida de función. 

         

 Esquema I-4. Oxidación de la Cisteína (Cys) por las especies reactivas del oxígeno. Tomado de 

Miki and Funato, 2012. 
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La función catalítica de las PTKs (proteína tirosina quinasas) es la fosforilación de otras 

proteínas en residuos de tirosina, promoviendo cascadas de señalización intracelular que 

permiten regular procesos celulares esenciales, tales como la transcripción, proliferación, 

diferenciación, ciclo celular, apoptosis, etc  (Hunter, 1989; Mustelin et al., 2002). Las PTPs 

(proteína tirosina fosfatasas) ejercen la función contraria. Son una familia de enzimas que 

catalizan la desfosforilación de otras proteínas en residuos de tirosina (Tyr), lo que suele 

traducirse en una inactivación de estas. La actividad antagónica de estas dos familias permite 

una fina e intrincada regulación de los procesos de señalización intracelulares. 

Se conocen hasta 107 genes en humanos que codifican PTPs, lo que hace de ellas una familia 

muy compleja (Alonso et al., 2004). Todas las PTPs comparten un dominio catalítico 

conservado de 240 residuos, en el cual el residuo 215 resulta ser invariable en todas ellas, y es 

una cisteína (Cys) que funciona como un aceptor transitorio de fosfato durante la actividad de la 

enzima, siendo este aminoácido indispensable para la catálisis (Zhang et al., 1994). El grupo 

tiol (-SH) de esta Cys es susceptible a ser oxidado. Así, una gran cantidad de PTPs son 

reguladas negativamente por oxidación (Hernández-Hernández et al., 1999; Ostman et al., 

2011), la cual puede ser inducida en respuesta a factores de crecimiento u otras señales 

extracelulares, como ocurre por ejemplo en PTP1B, SHP1, SHP2 ó PTEN (Kwon et al., 2004; 

Lee et al., 1998; Meng et al., 2002; Singh et al., 2005).  

Aunque hay menos evidencias, parece que las serina-treonina fosfatasas también podrían ser 

reguladas por ROS. Por ejemplo, PP2A (del inglés “Protein phosphatase 2A”) parece ser 

inhibida de manera directa y reversible por oxidación ( Finnegan et al., 2010; Foley et al., 2007). 

Por lo tanto, la inhibición reversible de PTPs por oxidación en respuesta a señales externas es 

un importante mecanismo de regulación de la señalización celular. Dicha inhibición puede 

afecta a PTPs particulares, alcanzándose cierta especificidad de acción (Choi et al., 2011). 

También algunas quinasas intracelulares pueden ser activadas por oxidación, como por 

ejemplo ERK2, p38, JNK2, Src (revisado en  Corcoran and Cotter, 2013 y en Giannoni et al., 

2010) y  receptores tirosina quinasa (RTKs) (Nakashima et al., 2002). 
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Esquema I-5. Señalización redox. Las especies reactivas del oxígeno (ROS) pueden actuar como 
segundo mensajero, regulando la actividad de diferentes enzimas implicadas en señalización y la 
concentración de Ca

2+
 citosólico. Tomado de Sardina et al., 2012. 

 

Pero no todas las quinasas son reguladas positivamente mediante oxidación. Se ha descrito 

que algunas PTKs pueden ser inhibidas vía ROS, como por ejemplo MEKK1 (MAPK/ERK 

kinasa1) (Cross and Templeton, 2004), AKT (Murata et al., 2003; Wani et al., 2011), PKA 

(Protein kinasa dependiente de AMPc) (Humphries et al., 2005) y c-ABL (Leonberg and Chai, 

2007). 

La actividad de otras proteínas implicadas en señalización como la GTPasa Ras puede ser 

regulada por unión de glutation debido a un incremento de las ROS intracelulares (Adachi et al., 

2004). 

La reversibilidad de la oxidación de la gran mayoría de estas proteínas recae generalmente 

sobre la tiorredoxina (TRX), que como se ha explicado anteriormente (véase 1.2), reduce los 

puentes disulfuro de sus dianas, siendo reciclada de nuevo por la TRX-reductasa (TRXR). De 

esta manera, la función general de esta proteína es el mantenimiento del ambiente redox global 

de la célula. Sin embargo, se ha descubierto recientemente que la familia TRX actúa también 

como regulador específico de otras rutas de señalización, como es la  ruta de señalización de 

Ask1 (del inglés “Apoptosis signal-regulating kinase 1”) (Liu and Min, 2002; Tobiume et al., 

2002). La nucleorredoxina (NRX), miembro de la familia de las tiorredoxinas, se ha identificado 

también como regulador de la ruta de señalización Wnt/ β-catenina (Funato and Miki, 2007). 
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Finalmente, ha de señalarse que existe un complicado “cross-talk” entre los niveles de Ca2+ y las 

ROS. El Ca2+ puede regular la producción de ROS a nivel mitocondrial y a nivel de las NADPH 

oxidasas, y también puede regular la eliminación de ROS, ya que algunas enzimas antioxidantes 

son dependientes de Ca2+. Además, las ROS pueden regular los niveles citosólicos de este catión, 

bien mediante la activación de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (VDCCs) en la membrana 

plasmática, o bien facilitando la liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares (Touyz, 2005; 

Yan et al., 2006), aumentando los niveles intracelulares en ambos casos. 

 

1.4  ROS como reguladores de la expresión génica. 

La expresión génica puede variar en función de los niveles de ROS intracelulares. Uno de los 

mecanismos que tiene la célula para mantener la homeostasis redox ante una situación de estrés 

oxidativo es la activación de la expresión de genes con función antioxidante o detoxificante, que 

están regulados por secuencias ARE (del inglés “antioxidant response elements”), a las que se 

unen los factores de transcripción Nrf1 and Nrf2 (del inglés “nuclear factor erythroid-derived 2-

related factors 1 and 2”), (Maher and Yamamoto, 2010). Nrf2, en condiciones basales, se 

encuentra secuestrada en el citoplasma por su inhibidor, Keap1 (del inglés “Kelch like ECH-

associated protein 1”), lo cual supone su degradación vía proteasoma. Cuando los niveles de ROS 

se incrementan en la célula,  las cisteínas 151, 273 y 288 de Keap1 van a resultar oxidadas, lo 

que provoca la disociación del complejo de Nrf2, translocándose al núcleo y activando la 

expresión de genes de citoprotección (Yamamoto et al., 2008). 

Además, en una situación de hipoxia se activan los factores de transcripción HIF (del inglés 

“Hypoxia Inducible Factors”) que se unen a elementos HRE (del inglés “Hypoxia Response 

Elements”). Las secuencias reguladoras HRE están presentes en genes que regulan la 

angiogénesis, el tono vascular, la glucolisis, la función mitocondrial, el crecimiento celular o la 

supervivencia (Webb et al., 2009). 

Las ROS pueden regular la expresión génica de manera indirecta, a través de la regulación de 

distintas vías de señalización (Allen and Tresini, 2000); o directamente, modulando la actividad de 

distintos factores de transcripción (AP-1, ATF/CREB, Egr-1, HIF1α, HLF, NFκB, Pax5, Pax8 o 

p53), cuya oxidación reduce su capacidad para unirse a DNA.  

El factor de transcripción NFκB (del inglés “nuclear factor kappa B”) es un heterodímero que 

regula procesos de inmunidad, inflamación y supervivencia celular. En estado inactivo, se 

encuentra en el citoplasma asociado a su inhibidor IκB. Un aumento en los niveles intracelulares 
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de ROS, en concreto del H2O2, va a provocar la activación de la quinasa que fosforila a IκB (IKK), 

marcándolo para su degradación vía proteasoma, liberando a NFκB de su inhibición y pudiendo 

translocarse al núcleo (Janssen-Heininger et al., 2000). Sin embargo, para que se produzca la 

unión de NFκB al DNA, es necesario un ambiente reducido, que su citeína 62 no esté oxidada, por 

lo que las ROS pueden ejercer efectos opuestos sobre este factor de transcripción (Bubici et al., 

2006).            

El factor de transcripción p53 es ampliamente conocido por su función proapoptótica, siendo uno 

de los más destacados supresores tumorales, pero también activa la expresión de genes que 

codifican proteínas antioxidantes. La actividad de p53 presenta una regulación redox. La oxidación 

y la glutationilación de los grupos tiol (-SH) localizados en el dominio de unión a DNA de este 

factor de transcripción provocan cambios conformacionales que inhiben la capacidad de unión al 

DNA de esta proteína (Hainaut and Milner, 1993; Buzek et al., 2002). 

La proteína APE1/Ref-1 (del inglés “AP Endonuclease 1/Redox Factor 1”) es una proteína 

multifuncional con actividad endonucleasa, que está  implicada en procesos de reparación de 

DNA. También regula el estado redox de estos factores de transcripción oxidados por ROS, 

mediando su reducción, lo que incrementa su capacidad de unión al DNA (Tell et al., 2009). 

 

 

Esquema I-6. Modulación de la expresión génica mediada por ROS. Tomado de Sardina et al., 2012. 
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El alto grado de organización de la cromatina en mamíferos hace que, a veces, las modificaciones 

epigenéticas sean más importantes que los propios elementos genéticos contenidos en la 

secuencia del DNA en términos de regulación de la expresión génica. Los mecanismos 

epigenéticos contribuyen al establecimiento y mantenimiento de los patrones de expresión génica 

específicos de los distintos tipos celulares. Las modificaciones de las histonas (fosforilación, 

metilación, acetilación y ubiquitinación, etc) la metilación reversible del DNA y los complejos 

remodeladores regulan la estructura de la cromatina y por lo tanto la accesibilidad al DNA de las 

proteínas que regulan la expresión génica (Murr, 2010). Algunas proteínas implicadas en estos 

procesos de regulación epigenética también pueden ser reguladas por mecanismos redox. La 

acetilación de la cola N-terminal de las histonas por parte de histonas acetilasas (HATs) 

incrementa la accesibilidad al DNA y está por tanto relacionada con activación transcripcional. La 

desacetilación de histonas por las histonas deacetilasas (HDACs) ejercería el efecto contrario, 

disminuye la unión de factores de transcripción al DNA. Se ha descrito recientemente que la 

actividad de HDACs está regulada por el estado redox de dos residuos de cisteína. La oxidación 

de estos parece inhibir la actividad catalítica de algunas HDACs (Doyle and Fitzpatrick, 2010).  

La metilación del DNA y de las histonas se correlaciona con el estado de transcripción de los 

genes y es llevada a cabo por las DNMTs (del inglés “DNA methyl-transferasas”) y por las HMTs 

(del inglés “Histone methyl transferases”) respectivamente. Ambas enzimas muestran residuos de 

cisteína altamente conservados en el sitio activo necesario para su actividad catalítica, lo que 

sugiere una posible inactivación de estas enzimas mediante oxidación (revisado en Sardina et al., 

2012).  

Además, las ROS pueden modificar los procesos epigenéticos mediante oxidación del DNA: la 8-

Hidroxil-2'-deoxiguanosina, un producto de la oxidación de la guanosina, es capaz de inhibir a las 

DNA-metil transferasas (DNMTs), induciendo una desmetilación del DNA en determinados sitios 

(Turk et al., 1995; Weitzman et al., 1994). La progresiva oxidación de la 5-metilcitosina puede 

conducir a la desmetilación in vivo de islas CpG (Parker et al., 2008), y la oxidación de citosina y 

guanina puede inhibir la unión de MBP (del inglés “Methyl-CpG-Binding Proteins”) al DNA, lo que 

alteraría la regulación epigenética de ciertos genes (Valinluck et al., 2004). 

 

2.  FAMILIA NADPH OXIDASA. 

 

Las NADPH oxidasas (NOX) son la principal fuente de ROS no mitocondrial (Nauseef, 2008). 

Esta familia de enzimas es la única cuya función fundamental es la formación de ROS (O2
- 
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principalmente), a diferencia del resto de sistemas enzimáticos, que generan ROS como 

subproducto de su actividad catalítica principal. Además, la activación de estas proteínas puede 

ser inducida específicamente por diferentes estímulos celulares. 

 

La familia NOX  comprende 7 isoformas enzimáticas: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5 y dos 

oxidasas duales denominadas DUOX1 y DUOX2. Todas las NADPH oxidasas son complejos 

multiproteicos asociados a membrana que catalizan el transporte de electrones del NADPH a 

través de la membrana hasta el oxígeno, produciéndose su reducción parcial y la generación 

del anión superóxido (O2
-). 

 

Cada miembro de la familia presenta un patrón de expresión particular según el tejido 

(Paravicini, 2008), y presentan además diferentes localizaciones subcelulares, que incluyen 

nucleo, retículo endoplasmático, endosomas, fagosomas, mitocondrias y membrana plasmática 

(Lassegue, 2010), lo que sugiere que cada isoforma pueda tener funciones específicas en la 

célula. 

 

 

2.1  Estructura de las NADPH oxidasas: 

La primera NADPH oxidasa que se descubrió fue la oxidasa de fagocitos (Phox, del inglés 

“phagocyte oxidase”) durante el análisis del origen de la gran cantidad de O2
- y ROS 

producidos durante el estallido respiratorio, clave en la respuesta inmune frente a infecciones 

(Rossi, 1964). Es el complejo NADPH oxidasa más estudiado y del que más se conoce, ya que 

el resto de miembros de la familia NOX comenzaron a describirse 35 años después (Cheng et 

al., 2001; Geiszt et al., 2000; Kikuchi et al., 2000). Por eso, esta NADPH de fagocitos se 

considera el prototipo de la familia. 

La subunidad catalítica de este complejo, denominada gp91phox o NOX2, está constitutivamente 

asociada a la proteína transmembrana p22phox, siendo ésta necesaria para la estabilización del 

complejo activo en la membrana plasmática. Juntas forman el citocromo b558, que en fagocitos 

no estimulados reside en vesículas intracelulares. Cuando estas células se activan, se induce 

la fosforilación de la subunidad reguladora citosólica p47phox, lo que provoca un cambio 

conformacional en esta proteína que permite su unión con la proteína p22phox, y el reclutameinto 

de las subunidades reguladoras restantes, p40phox y p67phox, quedando esta última en contacto 

con la subunidad catalítica. Por tanto, p47phox es considerada una subunidad organizadora. La 

GTPasa Rac, por último, va a interaccionar con NOX2 en dos pasos, primero se produce un 
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contacto directo con NOX2 y seguidamente se produce la interacción con p67phox, que es la 

subunidad activadora del complejo. Con todos los componentes del complejo ensamblados, las 

vesículas portadoras migran y se fusionan con la membrana plasmática del fagocito para dar 

lugar al complejo NADPH oxidasa activo (revisado en Bedard and Krause, 2007), que 

comenzará a producir anión superóxido (O2
-) (Esquema I-7). 

 

           

Esquema I-7: Activación del complejo NADPH oxidasa de fagocitos NOX2. A) Subunidades del 

complejo NOX2 en fagocitos inactivos. B) Ensamblaje del complejo proteico en la membrana tras la 
activación de los fagocitos. Tomado de Bedard and Krause, 2007. 
 

Un desorden genético ligado a la pérdida de actividad de esta NADPH oxidasa provoca la 

enfermedad granulomatosa crónica ó CGD (del inglés “chronic granulomatous disease”), en la 

que los pacientes sufren granulomas y numerosas infecciones fúngicas y bacterianas 

recurrentes, a menudo provocadas por microorganismos inocuos para individuos sanos. Esta 

inmunodeficiencia se debe a mutaciones en el gen codificante de NOX2 (CYBB), que se 

reflejan en la disminución o incluso inhibición de la producción de ROS, por lo que los fagocitos 

no tienen la capacidad de provocar el “estallido respiratorio” al enfrentarse a los patógenos 

(Baehner RL, 1967; Holland, 2010; Rada et al., 2008).  

Todas las NADPH oxidasas son flavoproteínas y presentan una estructura común y altamente 

conservada que se corresponde con el centro catalítico del complejo NADPH oxidasa: 

presentan seis dominios transmembrana conservados, un dominio de unión a NADPH en el el 

extremo COOH-terminal, una región de unión a FAD y cuatro residuos de histidina (His-101, 
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115, 209 y 222) que se unen a grupos hemo localizados en el tercer y el quinto segmentos 

transmembrana (Esquema I-8). 

                                       

Esquema I-8: Estructura del centro catalítico conservado de la familia NADPH oxidasa. Tomado de 

Bedard and Krause 2007. 

 

2.2  Mecanismo de acción de la subunidad catalítica 

Dado que la estructura catalítica está altamente conservada en los 7 complejos de la familia, el 

mecanismo de acción de estas enzimas va a ser común para todos los miembros, y consiste en 

lo siguiente: en un primer paso se transfieren los 2 electrones del NADPH al FAD mediante 

gradiente electroquímico, desde donde los electrones de la flavina reducida (FADH2) van a ser 

cedidos de forma univalente (de uno en uno) a la molécula de hierro central del grupo hemo 

interno (revisado en Bedard and Krause, 2007). El paso de electrones entre los dos grupos 

hemo se ve favorecido únicamente cuando una molécula de O2 se une al grupo hemo externo, 

convirtiéndose en el aceptor final de los electrones, formándose el O2
-. (Esquema I-9). 

Dependiendo de la localización subcelular de la isoforma, este O2
- va a generarse dentro de la 

propia célula (NADPH oxidasas localizadas en las membranas de orgánulos) o en el espacio 

extracelular (NADPH oxidasas asociadas a la membrana plasmática). En este último caso, el 

O2
- puede atravesar la membrana plasmática para entrar en la célula mediante canales de 

aniones ó bien puede dismutar a H2O2, que rápidamente difunde a través de la membrana de la 

célula. 
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Esquema I-9: Mecanismo de acción del complejo NADPH oxidasa. Tomado de  Maghzal et al., 2012) 

Existen múltiples estudios que señalan al H2O2 como principal ROS generada a partir de la 

actividad de NOX4, DUOX1 y DUOX2. A diferencia del resto de NADPH oxidasas, tras la 

activación de estas tres isoformas, se detecta un incremento en los niveles de H2O2 en la 

célula, no existiendo sin embargo un aumento detectable de O2
., como se observa con el resto 

de enzimas de esta familia. El origen de este H2O2, que actúa como molécula de señalización 

tras la activación de estos complejos enzimáticos, se ha sometido a debate, existiendo dos 

hipótesis principales: i) el H2O2 se forma a partir de una transformación del O2
- generado en la 

subunidad catalítica del complejo, bien por dismutación espontánea, ó bien llevada a cabo por 

otras enzimas, siendo esta transformación tan rápida que experimentalmente no se detecta la 

formación del O2
- ; ii) estos tres complejos NADPH oxidasa tienen la capacidad catalítica de 

generar esta molécula de manera directa.  

Aunque esta cuestión todavía no ha sido resuelta, los resultados de los últimos años parecen 

inclinar la balanza a favor de la primera teoría. Serrander y colaboradores consiguieron detectar 

por primera vez la producción de  O2
-  específica de NOX4 en orgánulos intracelulares, 

indicativo de que esta isoforma no generaría directamente el H2O2 (Serrander et al., 2007). En 

estudios más recientes se ha observado que el bucle-E de NOX4 (bucle que queda en el 

exterior de la membrana) resulta ser 28 aminoácidos mas largo que el presente en NOX1 y 

NOX2, y que presenta una histidina altamente conservada que parece actuar como una fuente 

de protones que acelera la dismutación espontánea del O2
- a H2O2, ya que la mutación de esta 

histidina hace que aumenten los niveles de O2
- mayoritariamente, en lugar de H2O2 (Takac et 

al., 2011). DUOX1 y 2 presentan dos estados de N-glicosilación: las isoformas parcialmente 

glicosiladas se encuentran en el RE, donde incrementan los niveles de O2
-, mientras que las 

formas completamente glicosiladas están asociadas a membrana plasmática y en ellas se 



                                                                                                             CAPÍTULO I – Introducción 

18 

 

detecta la formación de H2O2. Por tanto, la generación de H2O2 en este caso no parece deberse 

a una producción directa de estas enzimas, sino que estaría asociado a una dismutación muy 

rápida del O2
- a H2O2 favorecida por las modificaciones post-transduccionales que tienen lugar 

en el proceso de maduración  de estas isoformas (Ameziane.El-Hassani et al , 2005). 

 

2.3  Regulación de la activación del complejo NADPH oxidasa. 

La diferencia entre los miembros de esta familia reside en sus subunidades reguladoras y en 

los requerimientos para la activación del complejo. Siguiendo estos criterios, las NADPH 

oxidasas pueden clasificarse en dos grandes grupos: dependientes de p22phox y dependientes 

de Ca2+. 

I. Dependientes de p22phox : NOX1, NOX2, NOX3 y NOX4. 

En los complejos de NOX1 a NOX4, la proteína transmembrana p22phox es necesaria tanto para 

la estabilización de la subunidad catalítica NOX, a la que se encuentra unida tanto en estado 

inactivo como en estado activo del complejo (formando como se ha citado anteriormente el 

citocromo b558), así como para el anclaje de las subunidades reguladoras. Estas proteínas 

reguladoras  varían según el complejo NADPH oxidasa y son : 

 En NOX1: NOXO1 (del inglés “NOX organizer 1”) , NOXA1 (del inglés “NOX activator 1”)  

y Rac1. En células vasculares de músculo liso, NOXO1 puede ser reemplazado por su 

homólogo p47phox (Drummond et al , 2011). En ratón, el complejo proteico parece tener 

una actividad constitutiva. Sin embargo, estudios de estas proteínas en células 

humanas sugieren que esta NADPH oxidasa presenta una actividad constitutiva muy 

débil, residual, y que su activación completa requiere la activación de PKC (del inglés 

“protein kinasa C”) (Geiszt M. et al., 2003) (Esquema I-10). 

  En NOX2: p40phox, p47phox, p67phox y Rac1 y 2  (Esquema I-10). 

 En NOX3: NOXO1. Puede requerir la actuación de NOXA1 según la especie, y la 

necesidad de la GTPasa Rac todavía no está clara, aunque parece ser menos 

importante para la activación que en el caso de NOX1 y 2 (revisado en Lambeth et al., 

2007) (Esquema I-10). 
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NOX1 NOX2 NOX3 NOX4

 

Esquema I-10. Estructura de las isoformas dependientes de p22
phox

 NOX1, NOX2, NOX3 y NOX4 de 

la familia NADPH oxidasa en mamíferos. Modificado de Drummond et al., 2011 

NOXO1, p40 phox y p47phox son subunidades organizadoras, que colaboran en el reclutamiento 

de todos los miembros del complejo activo. NOXA1 y p67phox se consideran activadoras del 

complejo. 

 NOX4: Es la única isoforma constitutivamente activa, es independiente de subunidades 

reguladoras citosólicas adicionales (Esquema I-10). Esta isoforma, a diferencia de las 

anteriores, sólamente requiere la estabilización mediada por p22phox para que la 

subunidad catalítica lleve a cabo su función. El mecanismo de regulación de la actividad 

de esta isoforma todavía resulta desconocido. Los últimos estudios parecen indicar que 

esta NADPH oxidasa estaría regulada mediante factores de transcripción a nivel del 

ARNm que hacen que la subunidad catalítica sea rápidamente sintetizada y degradada, 

mientras que en otras NOX, la proteína y su función se mantienen en la célula varios 

días después de su transcripción (Serrander et al., 2007). En investigaciones 

posteriores se ha encontrado que, en células de músculo liso vasculares, la proteína 

Poldip2 (del inglés “polymerase (DNA-directed) δ-interactin protein 2”), actuaría como 

regulador positivo de la actividad enzimática de esta isoforma. Esta proteína se une a 

p22phox, facilitando la unión y estabilización en la membrana del citocromo b558 en NOX4 

(Lyle et al., 2009). Lyle y colaboradores sugieren múltiples niveles de regulación de esta 

isoforma por parte de Poldip2, que serían: i) incremento en la activación y producción de 

ROS, desempeñando una función similar a otras subunidades reguladoras, como 

p47phox , p67phox,NOXO1 y NOXA1; ii) dirigir la localización de NOX4 a compartimentos 

celulares específicos iii) mediar en el procesamiento traduccional y post-traduccional de 

NOX4 y p22phox que tiene lugar en el retículo endoplasmático y aparato de Golgi. 
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II. Dependientes de Ca2+ : NOX5, DUOX1 y DUOX2. 

A este grupo pertenecen NOX5, DUOX1 y DUOX2, que se caracterizan por presentar un 

dominio N-terminal de unión a Ca2+ con varios motivos en mano-EF (en inglés “EF-hands”). De 

esta manera, la activación de estas NADPH oxidasas va a estar determinada por un aumento 

de iones Ca2+ en la célula.  

 NOX5: su activación, a diferencia del resto de isoformas de esta familia, no requiere la 

asociación con ninguna subunidad reguladora. El dominio de unión a calcio de NOX5 

consta de 4 motivos en mano-EF, formando dos parejas (Esquema I-11). La mitad N-

terminal del dominio (residuos 1-78) contiene el primer y segundo motivo mano-EF, que 

tienen una afinidad de unión por el Ca2+ menor que el tercer y cuarto motivo, que se 

sitúan en la mitad C-terminal (residuos 79-169). Parece ser que la sensibilidad inherente 

de NOX5 al Ca2+ libre en el citoplasma es baja, requiere para su activación 

concentraciones muy elevadas que, fisiológicamente, únicamente pueden darse en los 

alrededores de la membrana plasmática. Sin embargo, la interacción de esta NADPH 

oxidasa con la calmodulina (Tirone, 2007) y su fosforilación en los residuos treonina 494 

y serina 498 (Jagnandan, 2007) aumenta notablemente su sensibilidad al Ca2+, 

permitiendo su activación en presencia de niveles de este catión más moderados, 

habituales tras una estimulación de las células. Se piensa también que los dominios en 

mano-EF interactúan entre sí para aumentar su afinidad por el Ca2+ (Wei et al., 2012). 

Parece ser que ante un aumento en los niveles intracelulares de Ca2+ se produce un 

cambio conformacional en la estructura en mano-EF que permite su interacción 

específica con dos secuencias peptídicas del dominio catalítico de NOX5, lo que activa 

la transferencia de electrones del NADPH al O2 (Wei et al., 2010; Tirone, 2010).  

        

NOX5 DUOX1

DUOX2

 

Esquema I-11. Estructura de las isoformas dependientes de Ca
2+

 NOX5, DUOX1 y DUOX2 de la 

familia NADPH oxidasa en mamíferos. Modificado de Drummond et al., 2011 
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 DUOX1 Y DUOX2: su dominio de unión al Ca2+ consta de 2 motivos en mano-EF. 

Además de estar reguladas por los niveles de Ca2+ en la célula, ambas requieren la 

asociación de una subunidad reguladora citosólica que forma heterodímeros con la 

subunidad catalítica de manera similar a p22phox, que se denomina DUOXA (del ingés 

“DUOX activator”) 1 ó 2 según la DUOX con la que interaccionan (Esquema I-11). Esta 

proteína reguladora actúa como factor de maduración, mediando el procesamiento post-

traduccional y la transición de las subunidades catalíticas DUOX desde el RE al aparato 

de Golgi, y también participa en la translocación a la membrana plasmática (Grasberger 

et al., 2006). Un indicativo de la importancia de esta proteína reguladora sobre la 

actividad de estas isoformas es que curiosamente los genes de DUOX y los de su 

correspondiente DUOXA se encuentran adyacentes en el cromosoma, lo que sugiere 

una corregulación de la enzima y de su maduración a nivel de operón (revisado en 

Lambeth et al., 2007). Las DUOX presentan un séptimo dominio transmembrana unido 

en su extremo N-terminal con un  dominio externo homólogo a peroxidasa, de ahí su 

nombre (DUOX, del inglés “Dual oxidases”). Este dominio parece no ser funcional. 

Desde un punto de vista estructural, no presenta algunos aminoácidos en su secuencia 

considerados esenciales para esta actividad (Daiyasu and Toh, 2000) y además, se ha 

observado que estas dos isoformas normalmente colocalizan con otras peroxidasas, 

como tiroperoxidasas en el tiroides o lactoperoxidasa en las glándulas salivares, que 

podrían llevar a cabo esta actividad enzimática en su lugar (revisado en Bedar and 

Krause, 2007). 

 

2.4  Distribución y localización subcelular de la familia NADPH oxidasa: 

 

 NOX1.   

 

Se encuentra altamente expresada en el epitelio del colon y está presente en menor medida en 

gran cantidad de tejidos, como músculo liso de los vasos sanguíneos, células endoteliales, 

osteoclastos, placenta, útero y próstata (revisado en Bedard and Krause, 2007). En colon, 

aparece un gradiente de expresión de esta NADPH oxidasa, encontrándose bajos niveles en la 

región proximal del colon que van aumentando progresivamente hacia el área distal (Glebov et 

al., 2003). En este tejido, NOX1 ejerce dos funciones: defensa inmune y proliferación celular 
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(Rokutan, 2006; Rokutan, 2008). Esta isoforma parece localizarse principalmente en la 

membrana plasmática de las células, pero también se ha descrito su presencia en endosomas 

(Helmcke et al., 2009;  Hilenski et al., 2004). 

 

 NOX2.  

 

Muy abundante y característica en fagocitos, donde las ROS que genera son necesarias 

principalmente para la defensa frente a patógenos (responsable del estallido respiratorio) y 

para las rutas de señalización relacionadas con la respuesta inflamatoria e inmunoprotectora, 

esenciales para la respuesta innata del individuo. También se expresa en neuronas, 

cardiomiocitos, músculo esquelético, músculo liso, linfocitos B, endotelio, células madre 

hematopoyéticas y hepatocitos (revisado en Bedard and Krause, 2007). 

En la célula, su localización más habitual es la membrana plasmática (von Löhneysen et al., 

2010), pero no es exclusiva, ya que también se ha encontrado su expresión en endosomas 

(Munmenbegwi et al., 2008; Ushio-Fukai, 2006), en el citoesqueleto perinuclear de células 

musculares lisas (Li and Shah, 2002) y en las sinapsis de las neuronas del hipocampo (Tejada-

Simon, 2005).  

 

 NOX3.  

 

En el adulto, se expresa en gran medida en el oído interno, concretamente en cóclea y epitelio 

sensorial vestibular (Banfi et al., 2004; Krause, 2004). Sin embargo, se ha detectado también 

su expresión a muy bajos niveles en los huesos del cráneo, en cerebro, en pulmón, en bazo y 

en riñón fetales (Banfi et al., 2004; Cheng et al., 2001), expresión que desaparece en los tejidos 

del adulto, lo que  sugiere que esta enzima debe jugar un papel importante en el desarrollo del 

feto. En el oído interno, esta isoforma es necesaria para la formación de la otoconia, que es el 

conjunto de otolitos ó cristales de Calcio implicados en la regulación del aparato vestibular 

(Paffenholz et al., 2004). En cuanto a su distribución subcelular, NOX3 parece localizarse 

exclusivamente en la membrana plasmática (Nakano et al., 2007). 

 

 NOX4.   

 

Es una isoforma ampliamente distribuída. Su mayor expresión se da en riñón, adulto y fetal, y 

se encuentra tanto en túbulos renales distales (Shiose et al., 2001) como en los proximales 

(Geiszt et al., 2000). En menor medida, NOX4 se expresa también en células endoteliales, 
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osteoclastos, páncreas, placenta, ovario, testículos, adipocitos, músculo liso vascular y músculo 

esquelético y neuronas (revisado en Bedard and Krause, 2007). Además de en riñón, se ha 

detectado una alta presencia de esta enzima en gran cantidad de tejidos fetales: corazón, 

cerebro, hígado, pulmón, músculo esquelético y bazo (Cheng et al., 2001). 

Su localización subcelular ha sido estudiada principalmente en músculo liso vascular y 

endotelio. En estos tejidos esta isoforma se encuentra en niveles muy elevados en retículo 

endoplasmático (Van Buul et al., 2005). Se piensa que la alta presencia de NOX4 en este 

orgánulo no se debe únicamente a una localización funcional, sino también a la acumulación de 

la proteína durante su síntesis. Se ha demostrado también su expresión y actividad en el 

interior del núcleo (Anilkumar et al., 2013, Hilenski et al., 2004; Kuroda et al., 2005), lo cual 

resulta muy curioso e interesante teniendo en cuenta que es un espacio sin membranas y que 

la subunidad catalítica de NOX4, como la de todas las NOX, está formada por seis dominios 

transmembrana. Esta isoforma se encuentra también en la mitocondria (Case et al., 2013). En 

músculo liso vascular, está presente en las proximidades de las adhesiones focales (revisado 

en Drummond et al., 2012).  

 

 NOX5.   

 

Es la única enzima de la familia que no posee un tejido de expresión claramente principal. 

Tiene niveles de expresión altos en tejido linfático, en hígado, bazo, músculo liso vascular y 

testículos, y más bajos en estómago, páncreas, ovario y placenta (Bánfi et al., 2001; Cheng et 

al., 2001; Salles et al., 2005). Se considera que NOX5 puede jugar un papel importante en la 

proliferación celular (Brar et al., 2003). Esta NADPH oxidasa parece localizarse dentro de la 

célula en membranas internas en ausencia de estímulos, sin embargo, en respuesta a 

determinados agentes parece translocarse a la membrana plasmática de la célula (Kawahara 

and Lambeth, 2008). 

 

 DUOX1 y 2.   

 

En humanos, son conocidas también como las oxidasas del tiroides (ThOX), debido a que en 

esta glándula se encuentran muy expresadas y están muy implicadas en la síntesis de las 

hormonas tiroideas (De Deken et al., 2002). También se expresan en gran medida en otros 

tejidos, como son epitelio respiratorio, páncreas, próstata, testículos, glándulas salivares en el 

caso de DUOX1 (De Deken et al., 2000; Edens et al., 2001; Forteza et al., 2005) y tracto 

gastrointestinal (estómago, colon, recto), glándulas salivares y  epitelio respiratorio en  el caso 
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de DUOX2 (Edens et al., 2001; El Hassani et al., 2005; Forteza et al., 2005; Krause KH, 2004). 

En el tejido respiratorio, las dos isoformas parecen tener funciones diferentes: en condiciones 

fisiológicas, predomina la expresión de DUOX1, mientras que la expresión de DUOX2 parece 

ser inducible, y estar más involucrada en respuesta a infecciones (Harper et al., 2005). 

En cuanto a su localización en las células, se ha visto que en tirocitos se localizan 

principalmente en la membrana apical de la célula, aunque también se encuentran en el interior 

de la célula, sobre todo en RE (De Deken et al., 2000; De Deken et al 2002). En el epitelio 

respiratorio también se expresan fundamentalmente en la membrana apical de las células 

(Schwarzer et al., 2004). 

 

2.5   Regulación de la expresión de la familia NADPH oxidasa: 

 

La capacidad de la célula de producir ROS a través de las NADPH oxidasas va a estar 

determinada tanto por el estado de activación de estas enzimas, como por los niveles de 

expresión de cada proteína. Por tanto, es necesaria también una regulación minuciosa de la 

expresión génica de todos los miembros del complejo activo. 

 

 NOX1. 

 

NOX1 fue el primer homólogo de NOX2 que se describió. Curiosamente, la longitud y el 

número de exones es idéntico en los genes de estas dos isoformas, y a nivel de proteína, 

presentan un grado de identidad de secuencias del 60% (Banfi et al., 2000; Banfi et al., 2003). 

La expresión de NOX1 es también inducible por moléculas mediadoras de la inflamación, como 

Interferón-γ (IFN-γ), y por moléculas bacterianas asociadas a patógenos, como 

lipopolisacáridos (LPS), y, curiosamente, ambas moléculas actúan también como inductoras de 

la expresión de la subunidad reguladora NOXO1.  La vitamina D3 parece inducir también la 

expresión de esta isoforma en colon (Geiszt et al., 2003; Kawahara et al., 2005; Kuwano et al., 

2006).   

La transcripción del RNAm de NOX1 se ve incrementada también por factores de crecimiento y 

agonistas relacionados con estos. En células vasculares de músculo liso estos factores 

incluyen la Angiotensina II,  PDGF (del inglés “platelet-derived growth factor”), prostaglandina 

F2α  (Katsuyama et al., 2002; Lassegue et al., 2001). Estudios en el sistema vascular apuntan 

como posibles implicados en la inducción de la expresión de esta NADPH oxidasa la 

transactivación del receptor de EGF (del inglés “epidermal growth factor”), la ruta PI3K/ATF-1 
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(del inglés “phosphatidyl-inositol 3-kinase”) y la PKC-δ (del inglés “protein kinase C”) (Fan et al., 

2005). En células endoteliales BMP4 (del inglés “bone morphogenic protein 4”)  actúa como 

inductor de la expresión de NOX1 (Sorescu et al., 2004).  

En humanos, el gen de NOX1 se encuentra localizado en el cromosoma X (Esquema I-14). La 

región 5’ del gen de NOX1 (Esquema I-12) contiene elementos de unión para factores de 

transcripción activadores, como los STATs (del inglés “signal transducers and activators of 

transcription”), IRF (del inglés “interferon regulatory factor), AP-1, NFκB, elementos CREB y 

CBP/p300, y factores GATA (Brewer et al., 2006; Kuwano et al., 2006).  

 

 

 

Esquema I-12. Esquema de las regiones del promotor de NOX1 en humanos. Los círculos negros 

indican regiones identificadas como responsables de la regulación de la expresión génica. Los círculos 
blancos indican regiones con secuencias consenso para un determinado factor de transcripción, 
representado en los rectángulos azules. Sus abreviaturas, provenientes del inglés, son las siguientes: 
IRSE, IFN- γ-responsive stimulated elements; GAS, γ-activated sequence; C/ERB, CCAAT/enhancer 
binding protein; CDX, caudal-related homeobox. Tomado de Lambeth et al., 2007.  

 

La unión de los factores de transcripción GATA (GATA-4 a GATA6) al promotor regulan la 

expresión constitutiva de NOX1 en el epitelio intestinal (Brewer et al., 2006). La inducción de la 

expresión por el IFN- γ está mediada y regulada a través de STAT1, que se une a los 

elementos GAS (del inglés “γ-activated sequence) (Kuwano et al., 2005). 

 

 NOX2. 

 

Se ha demostrado que la expresión del gen NOX2 es inducible, aumentando sus transcritos de 

ARNm, al igual que NOX1, en respuesta a interferón-γ y a lipopolisacáridos bacterianos en 

fagocitos (revisado en Lambeth et al., 2007), y a Angiotensina II en tejido adiposo, islotes 

pancreáticos, aorta y corazón (Hattori et al., 2005; Touyz et al., 2004). 

Su expresión génica está regulada por factores de transcripción activadores o represores. Entre 

los factores activadores se encuentran PU.1, Elf-1, YY1, IRF1 y 2, STAT1, NFκB, HOXA9 y 

PB1 (Anrather et al., 2006; Bei et al., 2005; Eklund et al., 1996; Jacobsen and Skalnik, 1999; 
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Suzuki et al., 1998; Voo and Skalnik, 1999). Los elementos de unión de estos factores de 

transcripción en el promotor del gen NOX2 quedan reflejados en el esquema I-13. 

 

 

Esquema I-13: Esquema de las regiones del promotor de NOX2 en humanos. Los círculos negros 

indican regiones identificadas como responsables de la regulación de la expresión génica. Sus 
abreviaturas, provenientes del inglés, son las siguientes: IRSE, IFN- γ-responsive stimulated elements; 
GAS, γ-activated sequence; HAF-1, haematopoietic-associated factor1; CCATT, CCATT box binding, 
BID, binding increased during differentiation. Los factores de transcripción están representados con un 
rectángulo azul. Tomado de Lambeth et al 2007. 

 

IRF1 y 2 (del inglés “interferon regulatory factor 1 y 2”) se unen a elementos IRSE. STAT1 

interacciona con la región GAS, y PU.1 lo hace con el elemento de unión de HAF1. YY1 se une 

a los sitios de unión YY1. El factor de transcripción NFκB se va a unir a elementos reguladores 

situados en la parte distal del promotor. Todas estas interacciones se traducen en un 

incremento en la expresión de NOX2. Los factores  represores de la expresión de NOX2 son 

CDP (del inglés “CCATT displacement protein”), HOXA10 y Meis1 (Bei et al.,2005; Luo and 

Skalnik, 1996). CDP se une a cinco sitios en el promotor proximal en las células inmaduras, 

suprimiendo constitutivamente la expresión de NOX2. Durante la maduración de monocitos y 

macrófagos, la expresión de CDP disminuye, lo que resulta en un incremento en la expresión 

de esta NADPH oxidasa. Además, cuando CDP no está presente, el factor de unión a CCAAT 

conocido como CP1 puede unirse al promotor, actuando como un activador (Skalnik et al., 

1991). 

 

 NOX3. 

 

NOX3 comparte con NOX2 una identidad en la secuencia de aminoácidos del 56%. El gen se 

encuentra en el cromosoma 6. Su distribución en adulto, restringida al oído interno, sugiere que 

en este tejido quizás podría existir una expresión y activación constitutiva. Sin embargo,  en la 



                                                                                                             CAPÍTULO I – Introducción 

27 

 

actualidad, no existen publicaciones que definan el promotor de esta isoforma, por lo que su 

regulación a nivel génico o transcripcional es desconocida. 

 

 NOX4.    

 

El gen NOX4 se sitúa en el cromosoma 11 en humanos. Evolutivamente, esta isoforma está 

más distanciada de NOX2 que el resto de enzimas de este subgrupo (dependientes de p22phox), 

compartiendo una identidad aminoacídica del 39%. En tejido vascular, la expresión del ARNm 

aumenta en respuesta a las siguientes condiciones y factores: distintos tipos de estrés (Hwang 

et al., 2003; Pedruzzi et al.,2004), daño vascular, isquemia e hipoxia (Suliman et al., 2004; 

Vallet et al., 2005), TGF-β1 , TNF-α  (Moe et al., 2006; Sturrock et al.,2005) y Angiotensina II 

(Higashi et al., 2003; Wingler et al., 2001). La expresión de NOX4 se ve disminuída en 

respuesta a ligandos de PPAR-γ (del inglés “Peroxisome proliferator-activated receptor-

gamma”) y a BMP4 (Hwang et al., 2005). 

 

 NOX5. 

 

El gen NOX5 se localiza en el cromosoma 15 en humanos. Solamente comparte con NOX2 una 

identidad de la secuencia aminoacídica del 27%. La región proximal del promotor de esta 

isoforma presenta diversos sitios putativos de unión para NF-κB, AP1, STATs, C/EBP 

(CCAAT/enhancer binding proteins”), Sp1 (“specificity protein 1”) y GATA (revisado en Manea 

et al., 2012). El IFN-γ induce un aumento de la translocación nuclear de los factores de 

transcripción C/EBP, activando la expresión del promotor de NOX5 en células de músculo liso 

vasculares (Manea et al., 2014). A nivel epigenético, parece ser que la metilación del gen que 

codifica esta NADPH oxidasa se correlaciona con una menor expresión de su ARNm (Zhu et 

al., 2011). 

 

 DUOX1 y DUOX2: 

 

Ambos genes se encuentran localizados en el cromosoma 15. Los genes codificantes de 

DUOX1 y de DUOX2  se encuentran organizados en el cromosoma (Esquema I-14), siguiendo 

una configuración cabeza-cabeza (del inglés “head-to-head”) y separados por una región 

relativamente corta (de 16 Kb). Comparten con NOX2 el 57% y 43% de la secuencia de 

aminoácidos de la proteína, respectivamente. Sin embargo, DUOX1 y 2 presentan una 

homología muy grande entre sí, del 83% (De Deken et al., 2000). 
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Esquema I-14: esquema representativo de la organización cabeza-cabeza  y localización de los 
genes codificantes de DUOX1 y DUOX2 y sus correspondientes subunidades reguladoras a lo 
largo del cromosoma. Tomado de Hulur et al., 2011. 

 

La expresión de las DUOX es también inducible. En el epitelio del tracto respiratorio, parece 

que aumenta en respuesta a las citoquinas IL-4 e IL-13 y al IFN-γ (Harper et al., 2005). En 

líneas celulares animales del tiroides se ha observado una inducción de estas NADPH oxidasas 

en respuesta a insulina (Morand et al., 2003). Estudios más recientes en tirocitos humanos 

demuestran un aumento muy rápido de la expresión tanto de DUOX2 como de su subunidad 

reguladora DUOXA2 en respuesta a las citoquinas tiroideas IL-4 e IL-13. DUOX1/DUOXA1 sin 

embargo no parecen estar reguladas por estas citoquinas. La inducción en respuesta a la IL-4 

parece requerir la unión de esta citoquina a su receptor de tipo 2 y la consecuente activación de 

las rutas de señalización JAK1-STAT6  (Esquema I-17).  El IFN-γ por el contrario, en estas 

células,  parece inhibir la expresión de las DUOX, y es capaz de reprimir la inducción 

dependiente de estas citoquinas tiroideas. (Raad et al., 2013). 

                                       

Esta regulación positiva de IL-4 e IL-13 sobre DUOX2 se ha podido observar también en líneas 

celulares humanas de colon y en células de la piel para DUOX1 (Hirakawa et al., 2011). En 

páncreas, al igual que en epitelio respiratorio, el IFN-γ actúa como regulador positivo de la 

expresión de DUOX2 (Wu et al., 2011). 

 

Se ha descubierto muy recientemente que la expresión de DUOX2 es inducida en las células 

del epitelio respiratorio como una respuesta antiviral (Fink et al., 2013).  

 

3. ROS Y NADPH OXIDASAS EN CÁNCER 

 

En la actualidad, está ampliamente demostrado que las células tumorales muestran niveles de 

ROS más elevados que las células sanas (Szatrowski and Nathan, 1991; Toyokuni et al., 1995). 

Se ha descrito que las mitocondrias de las células tumorales están funcionalmente alteradas, y 
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una producción aberrante de ROS mitocondrial contribuye a la carcinogénesis (Gius and Spitz, 

2006; Spitz et al., 2000). Además, la expresión de algunas enzimas antioxidantes se encuentra 

también alterada en células cancerosas (Oberley, 2005; Oberley and Buettner, 1979; Ridnour et 

al., 2004).  

Teniendo en cuenta el papel dual de las ROS, que por un lado, son reguladores de la señalización 

celular y la expresión génica en gran cantidad de procesos en la célula, y por otro lado capaces de 

provocar daños en prácticamente todos los tipos de biomoléculas por su oxidación, generando, 

entre otros eventos, mutaciones en el DNA e inestabilidad genómica, es lógico que niveles 

elevados de ROS contribuyan a la inducción y al mantenimiento del fenotipo tumoral (Behrend et 

al., 2003; Wu, 2006) (Esquema I-15). 

                            

Esquema I-15. Ciclo de estrés generado por ROS en cáncer. Las especies reactivas del oxígeno 
generadas por fuentes intra o extracelulares pueden producir daños en el DNA, que se van acumulando, 
comprometiendo la correcta reparación. Esto promueve la inestabilidad genómica, que va a llevar a la 
activación de oncogenes, a un metabolismo aberrante, a una disfunción de la mitocondria y a una 
disminución de la defensa antioxidante.Todos estos eventos elevan aún más los niveles de ROS en la 
célula, aumentando el daño en el DNA y la inestabilidad genómica. Así, se forma un círculo vicioso que da 
lugar al desarrollo y progresión del cáncer (Tomado de Trachootham et al., 2009) 

 

Las NADPH oxidasas regulan en las células sanas procesos fisiológicos homólogos a fenotipos 

tumorales, como son el aumento de la supervivencia, proliferación, angiogénesis, migración, etc, 

por lo que no resulta extraño que en muchos tipos de cáncer, se haya identificado un aumento en 

la inducción de la expresión y actividad de isoformas específicas de las NADPH oxidasas como 
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causa de esta sobreproducción de ROS en las células tumorales, sugiriéndose una relación NOX-

oncogenes (Ushio-Fukai and Nakamura, 2008; Wu, 2006). Así, NOX1 se relaciona 

fundamentalmente con cáncer de colon (Fukuyama et al., 2005), y se ha demostrado también su 

asociación con cáncer de estómago (Tominaga et al., 2007) y de próstata (Lim et al., 2005). NOX4 

está sobreexpresada en glioblastoma, melanoma, cáncer renal y cáncer de ovarios (Graham et al., 

2010; Maranchie and Zhan, 2005; Shono et al., 2008; Vaquero et al., 2004; Yamaura et al., 2009). 

NOX5 está implicada en cáncer de próstata, cáncer de esófago y tricoleucemia (Brar et al., 2003; 

Fu et al., 2006; Hong et al., 2010) y DUOX1 y 2 se asocian a cáncer de tiroides, pulmón y 

páncreas (revisado en Meitzler et al., 2013). 

Se conocen numerosos oncogenes y receptores de factores de crecimiento constitutivamente 

activos capaces de inducir tanto la expresión como la actividad de NOX, por ejemplo: mutaciones 

en el oncogen K-Ras se correlacionan con un incremento en el RNAm y actividad de NOX1 

(Laurent et al., 2008); los receptores constitutivamente activos FLT3/ITD (del inglés “Receptor 

FMS-like tyrosine kinase-3/Internal Tandem Duplications”), mantienen la señalización de NOX1 y 2 

mediante la fosforilación y activación del factor de transcripción STAT5, que colocaliza con Rac1 

(Sallmyr et al., 2008); BLT-2 (del inglés “leukotriene-B4 receptor-2”) parece ser capaz de inducir a 

NOX1 y NOX4 para aumentar la activación de la proteína MMP2 (del inglés “matrix 

metalloproteinase 2”), favoreciendo la invasión y metástasis (Kim et al., 2010; Seo et al., 2012). Se 

ha descrito también que HIPK2, un correpresor transcripcional, induce la expresión de NOX1, 

impidiendo así la transcripción de genes pro-apoptóticos mediante la inactivación de p53 (Puca et 

al., 2010). 

Avances recientes muestran que en algunos cánceres, como el de pulmón, en un estadío 

temprano de la transformación neoplásica, tiene lugar el silenciamiento epigenético de las NADPH 

oxidasas mediante hipermetilación de la región del promotor o de los genes requeridos para el 

correcto ensamblaje y actividad del complejo (revisado en Hayes and Knaus, 2013), lo que 

significa que no solo el incremento de la expresión y actividad de las NADPH oxidasas, sino 

también  su silenciamiento, promoverían la tumorogénesis. 

Se ha descrito también como las NOX ejercen un papel de protección frente a anoikis. Se 

denomina anoikis al proceso de apoptosis  inducido por la pérdida de contacto con la matriz 

extracelular (ECM, del inglés “Extracellular matrix”) en células adherentes normales (Giannoni et 

al., 2008). En una situación normal, parece que el contacto ECM-célula durante la expansión y 

crecimiento celular estimula la producción de ROS por NADPH oxidasas dependientes de Rac1, 

que oxidan y activan a la quinasa Src, que promueve la fosforilación del EGFR (del inglés 

“Epidermal growth factor receptor”), activando la señalización a través de ERK y AKT, que resultan 
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en la degradación de la proteína pro-apoptótica Bim, inhibiendo la apoptosis (Peshavariya et al., 

2009). Se ha demostrado que la actividad de NOX1 estimulada por ANGPTL-4 (del inglés 

“Angiopoietin-related protein-4”) puede mimetizar las condiciones del crecimiento dependiente de 

anclaje a matriz extracelular en células tumorales, facilitando la metástasis del cáncer (Terada and 

Nwariaku, 2011). 

 

3.1    ROS y NADPH oxidasas en cánceres hematopoyéticos: 

La implicación de las ROS y NADPH oxidasas en neoplasias hematopoyéticas está menos 

estudiada. Se sabe que las ROS pueden controlar la longevidad (Ito et al., 2006) y la capacidad de 

autorrenovación (Jang and Sharkis, 2007) de las células madre hematopoyéticas (HSCs del inglés 

“Haematopoietic Stem Cells”). Además se conoce que distintas citoquinas hematopoyéticas son 

capaces de inducir la producción de ROS (Sattler et al., 1999). Nuestro grupo de investigación ha 

demostrado recientemente que, en células madre hematopoyéticas humanas, la producción de 

ROS por una NADPH oxidasa dependiente de p22phox es necesaria para que se produzca una 

completa activación de las vías de señalización que guían la  megacariopoyesis (Sardina et al., 

2010). Por lo tanto, si las ROS son importantes en la diferenciación hematopoyética y en la 

biología de las HSC, un desequilibrio en la homeostasis redox celular podría implicar  el desarrollo 

de neoplasias hematológicas.  

En la leucemia mieloide aguda (LMA o AML, del inglés “acute myeloid leukaemia”) aparece con 

frecuencia el receptor FLT3 mutado por duplicaciones internas en tándem, (FLT3/ITD), obteniendo 

una actividad quinasa constitutiva. Este receptor activo induce un incremento de ROS vía NADPH 

oxidasas, que se relaciona con mayor daño en el DNA y mayor tasa de errores en su reparación, 

contribuyendo a la transformación a células leucémicas (Sallmyr et al., 2008). Además, un alto 

riesgo de desarrollar LMA parece estar asociado con la expresión de una forma truncada del 

receptor del factor estimulador de colonias granulocíticas (G-CSF), y se ha observado que la 

producción de ROS es más alta en presencia de esta forma truncada del receptor que en células 

con el receptor silvestre, lo que una vez más relaciona el aumento de ROS con la leucemogénesis 

(Zhu et al., 2006). Los pacientes con síndromes mielodisplásicos (MDS) tienden a desarrollar 

leucemia mieloide aguda. Existe un modelo in vivo de ratón que muestra como la producción de 

ROS por las NOX contribuiría a la inestabilidad genómica que llevaría a la progresión de 

síndromes mielodisplásicos a leucemia mieloide aguda. También se ha observado que las 

alteraciones genéticas más comunes en paciente con MDS son mutaciones activadoras de N-Ras, 

y se conoce que la activación de Ras induce la activación de NADPH oxidasas en células 
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humanas progenitoras normales CD34+, concediendo una proliferación independiente de factores 

de crecimiento. Esto sugiere que la producción de ROS dependiente de Ras colaboraría en el 

progreso de la mielodisplasia a la leucemia (Hole et al., 2010; Rassool et al., 2007). 

El origen y desarrollo de la leucemia mieloide crónica (LMC o CML, del inglés “Chronic 

Myelogenous Leukaemia”) está también conectado con la producción de ROS. Esta conexión será 

descrita en el siguiente punto de la introducción. 

Las leucemias linfoides también parecen estar vinculadas a ROS. Se ha descrito que en leucemia 

linfoblástica aguda de células T (T-ALL), las células primarias presentan niveles de ROS más 

elevados, que conducen a la oxidación e inactivación de la fosfatasa PTEN. La inhibición de PTEN 

lleva a una hiperactivación de las vías de señalización PI3K/AKT, favoreciendo la viabilidad de las 

células leucémicas (Silva et al., 2008). 

NOX5 se encuentra expresada en células B circulantes malignas en tricoleucemia (HCL, del inglés 

“Hairy Cell leukaemia”) pero no en células B circulantes normales. Los autores sugieren que la 

producción de ROS por NOX5 promueve la inactivación de SHP1, lo que contribuiría a la 

activación constitutiva de células HCs (Kamiguti et al., 2005).  

 

4. LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA (LMC).  

 

La leucemia mieloide crónica (LMC o CML [del inglés “Chronic myelogenous leukemia”]) es un 

desorden hematológico mieloproliferativo caracterizado por una excesiva e incontrolada 

acumulación de células mieloides en médula osea y sangre periférica, que tienen su origen en una 

célula madre pluripotente transformada. Su incidencia es de 1-1,5 casos por cada 100.000 

personas al año y afecta normalmente a individuos adultos, con una edad media de inicio de entre 

50  y 60 años. Los síntomas ligados a esta enfermedad son letargo, pérdida de peso, sangrados 

inusuales, sudores y anemias o esplenomegalia, aunque el 50% de los casos detectados en 

países desarrollados son asintomáticos (Perrotti et al., 2010). Este tipo de leucemia representa el 

15-20% de las leucemias (Ghaffari et al., 1999). 

Esta enfermedad comienza con una fase inicial, denominada fase crónica, que se caracteriza por 

la expansión de células mieloides funcionales, principalmente granulocitos, apareciendo también 

un incremento de sus células progrenitoras en sangre periférica (Champlin and Golde, 1985; Clark 

et al., 1989). En ausencia de tratamiento, la LMC progresa a un estadío más agudo, que se puede 

subdividir en las fases acelerada y blástica. La fase blástica, también llamada crisis blástica, se 
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identifica por la pérdida de la capacidad de diferenciación de las células, produciéndose un 

bloqueo en la diferenciación hematopoyética que provoca la acumulación de células inmaduras 

(blastos) tanto en médula ósea cómo en sangre periférica (Calabretta and Perrotti, 2004; Melo and 

Barnes, 2007). Esta fase es terminal debido a la pérdida de funcionalidad de las células mieloides. 

Los pacientes que llegan a la fase blástica tienen una supervivencia media de tan sólo 6 meses.  

El mecanismo molecular responsable de la progresión de la enfermedad desde la fase crónica 

hasta la fase blástica no se conoce  exactamente, aunque se piensa que puede estar relacionado 

con la aparición de mutaciones en supresores tumorales como p53, la activación de factores 

oncogénicos o el incremento de la inestabilidad genómica y la aparición de alteraciones 

epigenéticas (Calabretta and Perrotti, 2004).  

 

4.1   Fase crónica de la enfermedad. 

 

A nivel molecular, la fase crónica de la enfermedad se caracteriza por la presencia del 

cromosoma Philadelphia (Ph), que resulta de la translocación recíproca t(9;22)(q34;q11). Esta 

translocación entre cromosomas (Esquema I-16) yuxtapone el extremo 3’ del proto-oncogén 

ABL (del inglés “Abelson murine leukemia viral oncogen homolog 1”) en el cromosoma 9 con el 

extremo 5’ del gen BCR (del inglés “B-cell receptor”) en el cromosoma 22, lo que da lugar a  la 

fusión génica BCR-ABL (Bartram et al., 1983; Groffen et al., 1984). Se piensa que la 

adquisición del oncogén BCR-ABL sucede inicialmente en una única célula madre leucémica 

(LSC , del inglés “Leukemic Stem Cell”), que adquiere una ventaja proliferativa sobre las células 

madre hematopoyéticas (HSC, del inglés “Hematopoiteic stem cells”) normales (Bruns et al., 

2009).  

La proteína quimérica BCR-ABL codificada por este oncogen presenta actividad tirosina  

                                                                                                        

 

 

Esquema I-16. Translocación 

recíproca que da lugar al 

cromosoma Philadelphia. 

Tomado de Hazlehurst et al., 2009. 
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quinasa constitutiva y va a ser la responsable del fenotipo tumoral de estas células leucémicas, 

ya que su expresión en las células hematopoyéticas induce resistencia a la apoptosis (Bedi et 

al., 1994; McGahon et al., 1994), independencia de factores de crecimiento para crecer (Sirard 

et al., 1994) y leucemogénesis (Daley et al., 1990; Heisterkamp et al., 1990; Kelliher et al., 

1990).  

Aunque la proteína BCR posee actividad serina-treonina quinasa, la actividad catalítica de la 

oncoproteína va a residir en la secuencia derivada de ABL, concretamente en su dominio SH1 

(del inglés “SRC homology 1”). La fusión de BCR con ABL permite la dimerización ó 

tetramerización de la oncoproteína a través del dominio de oligomerización del extremo N-

terminal, también denominado “coiled-coil” (Esquema I-17), y con esto, su autofosforilación en 

la tirosina-177 (Y-177). Esto se traduce en un incremento en el número de residuos de 

fosfotirosina en BCR-ABL, hecho que otorga a la quinasa una activación constante, y que 

además va a permitir su interacción con un mayor número de proteínas citoplasmáticas a 

través de su dominio SH2 (del inglés “SRC homology 2”) (Esquema I-18). 

                          

Esquema I-17. Dimerización de BCR-ABL. Modificado de O’Hare et al., 2011 

BCR-ABL presenta además un dominio Rho/GEF, intercambiador de nucleótidos de guanina, 

que permite a esta quinasa participar en la señalización de proteínas G. También posee un 

dominio de unión a actina y otro de unión a ADN y varias señales de localización nuclear (NLS, 

del inglés “nuclear localization signal”) (Bernt and Hunger, 2014). 

 

Esquema I-18. Dominios estructurales de la oncoproteína BCR-ABL. Tomado de Hazlehurst et al., 

2009. 
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El punto exacto de rotura dentro de los genes BCR y ABL durante la translocación cromosómica 

va a determinar tres isoformas diferentes de la proteína BCR-ABL, de 190, 210 y 230 kDa 

(Esquema I-19). La mayoría de las roturas en el gen de ABL suceden entre los exones 1a y 1b, 

mientras que las roturas en el locus BCR ocurren en un area de mayor tamaño que abarca 20 

exones (Wonh and Witte, 2001).  

Las tres isoformas de BCR-ABL presentan distintas capacidades de transformación celular  dando 

lugar a diferentes fenotipos tumorales. Así, existe una fuerte asociación de las tres formas de 

BCR-ABL con tipos específicos de leucemia. 

            

Esquema I-19. Puntos de rotura en los genes BCR y ABL y las distintas isoformas BCR-ABL 
resultantes. Tomado de http://www.cixip.com/index.php/page/content/id/612 (Medical books online, chapter 
195, “The chronic leukemias”)  

 

La isoforma p210BCR-ABL  es el marcador patológico de la leucemia mieloide crónica (LMC). Está 

también implicada en un tercio de las leucemias linfocíticas agudas cromosoma philadelphia 

positivas (Ph+) (ALLs, del inglés “acute lymphocytic leukemia”) (Deininger et al., 2000), y 

ocasionalmente, en leucemia mieloide aguda (LMA) y mieloma (Kantarjian et al., 1991; Martiat et 

al., 1990). 

Los dos tercios restantes de los casos de Ph+ ALL están ligados a p190BCR-ABL (Kantarjian et al., 

1991; Melo, 1996), y también el 3% de los casos atípicos de LMC que presentan monocitosis en 

vez de granulocitosis, denominada leucemia mielomonocítica crónica (Melo et al., 1994). 

http://www.cixip.com/index.php/page/content/id/612
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La forma p230BCR-ABL  ha sido la última en identificarse, y parece estar relacionada principalmente 

con la aparición simultánea de LMC y neutropenia (Pane et al., 1996). 

Aún se desconoce la razón por la que distintas formas de la oncoquinasa BCR-ABL están 

asociadas preferentemente a determinados tipos de leucemia, aunque una posible explicación 

sería las células diana en las que aparece el cromosoma Philadelphia y el tipo de quinasa que se 

forma. 

 

4.2   Vías de señalización asociadas a BCR-ABL en LMC. 

 

La quinasa BCR-ABL presenta dos diferencias fundamentales con la quinasa parental c-ABL, por 

una parte BCR-ABL presenta mayor diversidad de dominios de interacción con otras proteínas, y 

por otra mientras que c-ABL tiene localización nuclear, BCR-ABL se sitúa en el citoplasma. Esto 

determina que BCR-ABL pueda activar varias cascadas de señalización que provocan la 

supervivencia celular (Esquema I-23). La activación de la ruta de PI3K/AKT por BCR-ABL parece 

esencial para el mantenimiento de la supervivencia de las células leucémicas (Kharas et al., 2004; 

Skorski et al., 1997). PI3K es una proteína heterodimérica, con una subunidad reguladora  (p85) 

que contiene un dominio SH3 y dos dominios SH2, y una subunidad catalítica (p110). Para 

activarse, p85 ha de unirse a proteínas fosforiladas en tirosina, y la activación a través de BCR-

ABL parece deberse a una interacción indirecta entre ambas proteínas. Para que se produzca 

esta activación es necesaria la autofosforilación de la tirosina-177 (Y-177)  de BCR-ABL, lo que 

permite la unión con Grb2 y Gab2 lo que induce la activación de PI3K (Sattler et al., 2002). 

También hay evidencias que demuestran que la fosforilación de CRKL por BCR-ABL contribuye a 

la activación de PI3K (Sattler et al., 1996).   

Se han identificado múltiples dianas de PI3K, entre las que destaca AKT, pues produce una 

ventaja de supervivencia contribuyendo a la transformación celular. AKT activa una red de 

proteínas, incluyendo FoxO, Bad o GSK3β que favorecen la supervivencia celular. La fosforilación 

de los factores de transcripción FoxO por parte de AKT determina su migración al citoplasma, 

impidiendo de esta manera que activen la transcripción de varias moléculas proapoptóticas como 

Bim y Trail (Modur et al., 2002; Stahl et al., 2002). Además AKT es capaz de fosforilar Bad, lo que 

contribuye a la supervivencia celular (Neshat et al., 2000).  AKT también fosforila a GSK3β 

provocando su inactivación. Dos de las dianas de GSK3β son la ciclina D1 y β-catenina, cuya 

fosforilación determina su degradación vía proteasoma (Diehl et al., 1998). 
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La autofosforilación de la Y177 de BCR-ABL determina también la activación de la ruta de las 

MAPKs Raf/MEK/ERK a través de la GTPasa Ras, lo que finalmente desemboca en la 

fosforilación de Elk, favoreciendo la transcripción génica (Hazlehurst et al., 2009). 

     

Esquema I-20. BCR-ABL activa múltiples rutas de señalización que contribuyen al crecimiento y 
supervivencia. Tomado de Hazlehurst et al , 2009  

 

Las proteínas STAT (signal transducer and activator or transcription) son activadas por receptores 

de citoquinas y activan la transcripción de genes necesarios para el crecimiento, supervivencia y 

diferenciación de células hematopoyéticas. BCR-ABL fosforila a STAT5 y en menor grado a 

STAT3 y STAT1. La activación constitutiva de STAT5 en células que expresan BCR-ABL 

explicaría su independencia de factores de crecimiento. La activación de STAT5 contribuye a 

aumentar la expresión de proteínas antiapoptóticas como BCL-X (Gesbert and Griffin, 2000), o al 

incremento de la ciclina D1, lo que facilitaría la entrada en fase S del ciclo celular (de Groot et al., 

2000). 

Por tanto, la activación constitutiva de las rutas que acabamos de describir por BCR-ABL 

contribuye a la transformación y resistencia a la apoptosis de las células leucémicas.  
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4.3  Tratamiento de la leucemia mieloide crónica. 

La importancia de BCR-ABL en la leucemia mieloide crónica se estableció hace dos décadas 

con el uso de modelos murinos, en los que los animales irradiados y transplantados con células 

de médula ósea p210BCR-ABL  desarrollaban un desorden mieloproliferativo muy cercano a la fase 

crónica de LMC (Daley et al., 1990). Los ratones que expresaban la quinasa BCR-ABL inactiva, 

sin embargo, no manifestaban la enfermedad (Zhang and Ren, 1998). Estos estudios 

confirmaron el requirimiento de la quinasa activa en la génesis de la leucemia in vivo, y 

expusieron a BCR-ABL como una diana terapeútica para este tipo de cáncer.  

Actualmente, la mayoría de los pacientes con leucemia mieloide crónica son tratados con los 

denominados inhibidores de tirosina quinasa (TKIs, del inglés “tyrosin-kinase inhibitors”), y por 

lo tanto son agentes que inhiben la actividad de la oncoproteína BCR-ABL. Así, el primer 

fármaco que se desarrolló fue el imatinib (STI-571, Gleevec) que inhibe la actividad de la 

quinasa al unirse específicamente al dominio de unión a ATP (Schindler et al., 2000). Entre el 

60 y el 70% de los pacientes tratados con Imatinib en las fases iniciales de la enfermedad 

muestran una desaparición casi completa de las células portadoras del cromosoma Ph en su 

médula ósea 5 años después de iniciar el tratamiento. Aunque el tratamiento con imatinib es 

muy efectivo no erradica la enfermedad. Incluso en pacientes con buena respuesta al 

tratamiento, se pueden detectar células portadoras del oncogén mediante PCR (Druker et al., 

2006). Hay distintas hipótesis para explicar la incapacidad del imatinib para erradicar la 

enfermedad, entre ellas la aparente insensibilidad de las células madre leucémicas (LSCs) 

portadoras del oncogén BCR-ABL al tratamiento con imatinib (Cortes et al., 2004; Michor et al., 

2005). Se especula con la posibilidad de que el nicho donde se alojan las LSCs sea 

responsable de conferir resistencia intrínseca a este tratamiento. Por otra parte, el tratamiento 

con imatinib es menos efectivo durante la fase blástica, lo que sugiere que la evolución de la 

enfermedad hasta esta fase pueda ser debida a un crecimiento independiente de BCR-ABL. En 

cualquier caso si el paciente responde al tratamiento con imatinib es muy improbable que 

progrese hasta la fase blástica, esto ocurre tan solo en un 2% de los individuos (Druker et al., 

2006).  

No obstante, hay pacientes que muestran insensibilidad al imatinib al inicio del tratamiento, 

presentando así resistencia primaria, mientras que otros desarrollan la resistencia tras un tiempo 

de administración (resistencia secundaria o adquirida). Esto suele ser consecuencia de la 

aparición de mutaciones en el bolsillo de unión a  ATP del dominio quinasa, lugar al que se unen 

estos inhibidores de BCR-ABL (Apperley, 2007; Druker et al., 2006). Por este motivo, en los 
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últimos años se han desarrollado nuevas generaciones de inhibidores de BCR-ABL, buscando una 

mayor especificidad de unión a la oncoproteína, entre los que destacan el nilotinib, el dasatinib y el 

ponatinib, encontrándose este último aún en fase de ensayo en pacientes. Estos nuevos 

inhibidores son más potentes que el imatinib y se muestran efectivos en pacientes en los que la 

terapia inicial con Imatinib ha fallado. No obstante, entre el 15 y el 20% de los pacientes en fase 

crónica no responden a ninguno de los inhibidores, y por lo tanto su prognosis es mala debido a la 

posibilidad de progresar hasta las fases avanzadas de la enfermedad (Foroni et al., 2009).  

 

4.4  ROS en leucemia mieloide crónica. 

Como hemos descrito en el punto 3 de la introducción, el proceso de carcenogénesis está ligado 

en varios tipos de tumores a una mayor producción de ROS en las células. Se ha descrito que la 

transformación de células hematopoyéticas por BCR-ABL provoca un aumento en los niveles 

intracelulares de ROS no observable en células hematopoyéticas quiescentes no transformadas,  

y que este aumento de las especies reactivas del oxígeno es directamente inducido por esta 

oncoquinasa, ya que su inhibición directa bloquea la producción de ROS (Nowicki et al., 2004; 

Sattler et al., 2000). Como hemos citado anteriormente, la resistencia secundaria que presentan 

muchos pacientes a los tratamientos con inhibidores de BCR-ABL suele estar ocasionada por 

mutaciones en el dominio quinasa de esta proteína. Parece ser que la generación de ROS 

estimulada por BCR-ABL provoca daños oxidativos en el ADN que promueven la inestabilidad 

genómica de las células leucémicas, aumentando la aparición de estas mutaciones en el dominio 

quinasa de la misma oncoproteína, proporcionando resistencia al imatinib. La tasa mutagénica y la 

resistencia a los inhibidores de BCR-ABL queda reducida cuando se tratan las células con 

antioxidantes, como la N-acetil cisteína (NAC) o la vitamina E, y también al silenciar con 

herramientas moleculares la expresión de BCR-ABL (Koptyra et al., 2006; Skorski, 2008), lo que 

sugiere una relación directa entre BCR-ABL, ROS y la inestabilidad genómica que contribuye a la 

transformación y progresión de la leucemia mieloide crónica. 
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La implicación de las ROS en la transformación y desarrollo de las células cancerosas hace que 

sean consideradas como una posible diana terapéutica. Así, la modificación de los niveles de ROS 

mediante el uso de antioxidantes o agentes prooxidantes es una estrategia antitumoral que está 

comenzando a ser utilizada en clínica y que parece ser bastante efectiva (Chou et al., 2004, Finch 

et al., 2006; Trachootham et al., 2009; Wondrak, 2009).  

 

La finalidad de este proyecto es analizar el potencial de la familia NADPH oxidasa como diana 

terapeútica en Leucemia Mieloide Crónica, para lo cual se propusieron los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Efecto de la inhibición de la actividad NADPH oxidasa sobre la proliferación de células 

leucémicas. 

2. Empleo de inhibidores de la quinasa BCR-ABL 

3. Combinación de inhibidores de la quinasa BCR-ABL con inhibidores de la actividad 

NADPH oxidasa en líneas celulares de leucemia mieloide crónica. 

4. Combinación de inhibidores de la quinasa BCR-ABL con inhibidores de la actividad 

NADPH oxidasa en células de médula ósea de paciente. 

5. Combinación de inhibidores de la quinasa BCR-ABL con inhibidores de la actividad 

NADPH oxidasa en células de médula ósea de individuos sanos 

6. Análisis “in vivo” de la efectividad de la inhibición de las NADPH oxidasas como 

tratamiento en leucemia mieloide crónica. 

7. Análisis de los niveles intracelulares de ROS. 

8. Implicación de la actividad NADPH oxidasa en las rutas de señalización de BCR-ABL en 

células K562. 

9. Estudio del papel de las PTPs como reguladoras del estado activo de BCR-ABL: SHP1 

y SHP2. 

10.  Análisis del ciclo celular en las células leucémicas K562. 

11.  Patrón de expresión de NADPH oxidasas en las células de leucemia mieloide crónica. 
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APARATOS : 

 Agitador balancín BFR 25 de “Grant Boekel”. 

 Agitador magnético Minimix de “OVAN”. 

 Aparatos de electroforesis horizontal: GNA 100 de “Pharmacia Biotech” y “BioRad DNA Sub 

CellTM”. 

 AutoMACS (“Automate Magnetic Activated Cell Sorting”) de “Miltenyi”. 

 Autoclaves: Steam Sterilizer de “Raypa” y Autester-G de “Selecta”. 

 Balanza analítica 40SM-200A de “Precisa” y granataria Electronic Scale de “Want”. 

 Baño termoregulables: SBS TFB serie B, Memmert  y Retostat. 

 Cámara Gel Logic 100 Imaging System de “Kodak” 

 Campanas de flujo laminar ESCO class II BSC , de “Labcultures” y Telstar Bio IIA, class II 

cabinet, de “Fisher”. 

 Centrífugas: AllegraTM 21R Centrifuge y AvantiTM J-25 Centrifuge de “Beckman”, OptimaTM 

XL-100K Ultracentrifuge de “Beckman coulter” ,  Sorvall Legend Micro 21R Centrifuge de 

“Thermo Scientific”, IEC MicroCL 17 Centrifuge de “Thermi Electron Corporation” y 5810R 

Centrifuge de “Eppendorf”, Citómetro BD Accuri™ C6 de “BD Bioscience”. 

 Citómetro FACSCalibur de “Becton Dickinson Biociences” y Citómetro BD Accuri™ C6 

 Congeladores: de -20º C  “IGNIS” y de –80º C Forma –86C ULT Freezer de “Thermo 

Electron Corporation”.  

 Contenedor de nitrógeno líquido “Thermo Forma”. 

 Densitómetro CS-9000 de “Shimadzu” 

 Escáner Hewlett-Packard, modelo Scanjet 3C. 

 Incubador modelo 311 de “Thermo scientific”, y Orbital Shaker de “Thermo Forma”. 

 Lectores de ELISA: Multiskan FC de “Thermo Scientific”  

 Máquina de revelado para Western “Medical X-ray Processor” de “Kodak”.  

 Microscopios de luz invertida: Olimpus 1X51 y Nikon TMS. 

 Nanodrop 1000 Spectrophotomer “Thermo Scientific” 

 pH-metro Crison micropH 2001. 

 Roller mix (agitador) de “Ovan” 

 Sistema de electroforesis vertical, sistema para el montaje de los cristales y polimerización 

de los geles de poliacrilamida de “BioRad”. 

 Sistema de purificación de agua ultrapura Milli Q (Millipore). 
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 Termocicladores: Mastercycler epgradient de “Eppendorf” y Step One Real Time PCR 

System de “Applied Biosystems”. 

 Transiluminador TFX 35M de “Vilber Lourmat”. 

 Unidades de corriente: Electroforesis Power Suply EPS 200 de “Pharmacia Biotech”, GPSU-

200/100 de “BioRad DNA Sub CellTM” y “Power Pac HC y Power Pac Basic de “BioRad” 

 Otros aparatos de uso frecuente en el laboratorio. 

 

1. MATERIALES: 

 

1.1 MATERIAL BIOLÓGICO: 

 

1.1.1 Líneas celulares: 

 

Las líneas celulares empleadas en este trabajo son las siguientes: 

 HEK 293T: Línea celular derivada de células tumorales de riñón humano embrionario. Se 

crecieron en DMEM-10% FBS/PS/Gln a 37 ºC en una atmósfera del 5% de CO2. 

 K562: Línea celular eritroleucémica derivada de un paciente con leucemia mieloide crónica 

(LMC). Se crecieron en RPMI 1640-10% FBS/PS/Gln a 37ºC en una atmósfera del 5% de 

CO2 y a una densidad de 2x105  a 6x105 células / mL  . 

 Boff210: Línea celular murina con crecimiento independiente de IL-3 derivada de la línea 

celular hematopoyética Baf/3, que expresa BCR-ABL como un transgen regulado por 

tetraciclina, de manera que la expresión de BCR-ABL es constitutiva en ausencia de 

tetraciclina o doxiciclina. Se crecieron en RPMI 1640-10% FBS/PS/Gln a 37ºC en una 

atmósfera del 5% de CO2  a densidades altas, siempre superiores a 3x105 células/mL 

(Gutiérrez-berzal et al., 2006). 

1.1.2 Células de médula ósea de pacientes con LMC y de donantes sanos:  

A partir de muestras de médula ósea de pacientes recién diagnosticados en fase crónica de la 

enfermedad y de médula osea de donantes sanos, se aislaron las células mononucleadas de 

baja densidad (CMNs) mediante separación por gradiente de ficoll. Una fracción de las células 

CMNs obtenida de cada individuo fue utilizada para obtener las células CD34 +. Ambas fueron 

utilizadas inmediatamente para los diferentes experimentos.  
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Las muestras de los pacientes fueron proporcionadas por el Servicio de Hematología del 

Hospital Clínico de Salamanca. Para ello se contó con la autorización pertinente del Hospital 

Clínico Universitario de Salamanca y se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes 

para la realización de dichos experimentos de acuerdo con la Declaración de Helsinki . 

1.1.3 Cepas bacterianas: 

 Escherichia coli DH5α: Cepa bacteriana con elevada competencia utilizada para 

transformar por choque térmico. Se crecieron generalmente en medio de cultivo LB a 37ºC. 

 

1.2  MATERIAL INFORMÁTICO: 

 Adobe Photoshop: procesamiento de las imágenes. 

 BD Accuri C6 Software : análisis de las muestras adquiridas en el citómetro Accuri. 

 Cell Quest Pro “BD Biociences”: adquisición de muestras en el citómetro 

FACscalibur. 

 Calcusyn Biosoft. se empleó este programa para calcular el coeficiente de 

interacción (CI) entre las diferentes drogas a través del algoritmo de Chou-Talalay 

(Chou, 2006). 

 DP Controller “Olimpus”: realización de fotografías al microscopio de luz invertida 

Olimpus 1X51. 

 Flowing Software 2.5.1 y WinMDI 2.9 : análisis de las muestras adquiridas en el 

citómetro FACscalibur. 

 IBM SPSS Statistics 21. : Análisis estadístico. 

 ND.1000 v.3.7.1: programa asociado al nanodrop para valorar la concentración de 

ARN y ARN. 

 Paquete DNA STAR: se emplearon los programas de este paquete de software para 

el análisis de secuencias de ADN y el diseño de oligonucleótidos. 

 Paquete Microsoft Office: realización de la redacción del trabajo, construcción de 

figuras y análisis de resultados: Word, Excel y Power Point. 
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 Quantity One: programa utilizado junto al transiluminador para visualizar y analizar la 

electroforesis en geles de agarosa. 

 Refworks y Write-N-Cite: bases de datos para la generación de la bibliografía. 

 StepOne Software v.2.1: para el diseño y análisis de las reacciones de PCR 

cuantitativa ó Tiempo Real (RT-qPCR) 

2. REACTIVOS : 

Todos los productos empleados en este trabajo fueron de calidad analítica. 

 El Imatinib mesylate (STI-571, Gleevec) y el Nilotinib (AMN107, Tasigna) fueron 

amablemente cedidos por Novartis Pharma AG (Basilea, Suiza). 

 Los siguientes reactivos fueron suministrados por Sigma Chemical Co (Sigma-Aldrich-

Química, Madrid, España): anticuerpo anti-β-tubulina, bromuro de etidio, cóctel de 

inhibores de proteasas, 2’,7’-diacetato de diclorohidrofluoresceina (DCFDA),  3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio(MTT), difenileneiodonium (DPI), dimetilsulfóxido 

(DMSO), 4’-Hydroxy-3’methoxyacetophenon (Apocinina),  ioduro de propidio (IP), N-

acetil-L-cisteina (NAC), pNPP (bis-paranitrophenil-phosphate) ribonucleasa A, 

seroalbúmina bovina (BSA), TRI-reagent, tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), Triton X-

100 y Tween 20 (polioxietileno 20 sorbitan monolaurato). 

 Reactivos suministrados por LONZA (Barcelona, España): estreptomicina, medios de 

cultivo RPMI 1640, DMEM, Hank’s y IMDM, L-glutamina,  penicilina, y tripsina-EDTA. 

 El suero fetal bovino (FBS) fue proporcionado por Biowest (Nuaillé, Francia). 

 El medio de cultivo de células primarias Cell Grow® SCGM fue obtenido de CellGenix 

(Freiburg, Alemania). 

 De Miltenyi Biotec (Madrid, España) se obtuvieron los medios de cultivo semisólido en 

metilcelulosa “HSC-CFU complete w/o Epo” y semisólido de “HSC-CFU basic” y el Kit 

CD34 Microbeads. 

 El inhibidor de RAC (RAC1 Inhibitor 1, NSC23766 de Calbiochem) fue proporcionado por 

Merck Chemicals Ltd (Nottingham, NG9 2JR, Reino Unido). 
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 Los anticuerpos contra phospho-c-ABL (Tyr245), phospho-CRKL (Tyr207) y phospho-

STAT5 (Y694) proceden de Cell Signalling Technology (Danvers MA, EEUU). Los 

anticuerpos CRK-L (C-20), c-ABL (K12), phospho-ERK (E-4), ERK 1 (K-23), STAT5 (H-

134), SHP1 (C-19), SHP2 (C-18) y WEE1 (H-300) y la proteína A agarosa fueron 

adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EEUU). El anticuerpo contra 

p-Histona H3 (S-10) fue proporcionado por Millipore (Burlington, EEUU). El anticuerpo 

contra GAPDH y el sistema de revelado de los Westerns (“ECL 2 Western Blotting 

Substrate”) por Thermo Fischer Scientific (Waltham, EEUU). 

 El anticuerpo frente a Ly 6G/6C (Gr1) se obtuvo de BD Pharmingen (BD Biosciences, 

CA, EEUU).  

 La acrilamida, bisacrilamida, dodecil sulfato sódico (SDS), persulfato amónico, 

N,N,N´,N´,-tetrametil-etilendiamida (TEMED) y las membranas de difluoruro de 

polivinilideno (PVDF) fueron adquiridos en Bio-Rad Laboratories (Barcelona, España) 

 El extracto de levaduras, el agar bactereológico y la bactotriptona fueron proporcionados 

por Laboratorios Conda (Torrejón de Ardoz, Madrid, España) 

 El Ficoll (Ficoll-PaqueTM PLUS), el anticuerpo α-mouse IgG conjugado con peroxidasa de 

rábano (HRP) y el hyperfilm-ECL fue suministrado por GE Healthcare Limited 

(Buckinghamshire, Reino Unido). 

 El kit de detección de apoptosis (“apoptosis detection kit”) fue adquiridos de BD 

Bioscience (Madrid, España).  

 Los Kits de extracción de DNA plasmídico “HiPure Plasmid Midiprep”, “HiPure Plasmid 

filter Maxiprep” y “PureLink® Quick Plasmid Miniprep” fueron proporcionados por 

Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU)”. Los Kits de extracción de DNA plasmídico “Qiagen® 

Plasmid Plus Midi Kit” y “Endofree® Plasmid Maxi Kit” fueron obtenidos de Qiagen 

(Hilden, Alemania). 

 El marcador de peso molecular para SDS-PAGE “BenchMarkTM Prestained Protein 

Ladder”, el inhibidor de RNAsa (RNAsa Out®), la transcriptasa reversa (SuperScript® II 

Reverse Transcriptase), el dithiothreitol (DTT)  y el anticuerpo α-rabbit IgG-HRP (Zymed) 

fueron suministrados por Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). 

 La Taq DNA polimerasa fue obtenida de Biotools (Madrid, España). 
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 De Fermentas (Domaine de Saint Paul, Francia) fueron adquiridos los 

desoxirribonucleótidos trifostato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) y el marcador de tamaño de 

DNA “Gene RulerTM DNA Ladder Mix”. 

 Los oligonucleótidos para RT-qPCR fueron suministrados por Eurofins MWG Operon 

(Alabama, EEUU). 

 La ligasa “T4 DNA Ligase”, la T4 polinucleótido quinasa y las endonucleasas de 

restricción procedían de Takara (Saint-Germain-en-Laye, Francia).  

  El Power SYBR® Green (PCR Master MIX) fue proporcionado por Applied Byosistems 

(Warrington, Reino Unido). 

 El agua bidestilada fue obtenida de Laboratorios Serra Pamies (Reus, Tarragona, 

España). 

 Los restantes productos empleados en este trabajo fueron proporcionados por Probus 

(Badalona, España)  o Panreac (Castellar del Vallès, España). 

 

3. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES: 

 

3.1  MEDIOS DE CULTIVO CELULAR : 

 

 DMEM-10%FBS/PS/Gln: DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10% (inactivado 

por calentamiento a 55ºC durante 1h), 100 U/mL  de penicilina, 100 U/mL  estreptomicina, y 

L-glutamina 2 mM. 

 Hank’s: es una solución salina equilibrada. Utilizamos este medio para diluir las células de 

médula ósea antes de realizar el gradiente de Ficoll para extraer las células mononucleadas. 

 Iscove (IDMD, del inglés “Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium”): suplementado con 

0,584 g/L de L-glutamina. Este medio es una modificación del medio DMEM (“Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium”). Contiene selenio, aminoácidos adicionales y vitaminas, 

piruvato sódico, buffer HEPES y nitrato potásico en lugar de nitrato sódico. 

 Medio de cultivo semisólido en metilcelulosa “HSC-CFU complete w/o Epo”: 

Contiene: IMDM, L-Glutamina, metilcelulosa, suero fetal bovino, albúmina de suero 
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bovino, 2-Mercaptoetanol, SCF, GM-CSF, IL-3 e IL-6. Dicho medio permite el crecimiento 

de colonias de granulocitos (CFU-G), macrófagos (CFU-M) y granulocitos/macrófagos  

(CFU-GM). 

 Medio de cultivo semisólido en metilcelulosa “HSC-CFU basic”: Contiene: IMDM, L-

Glutamina, metilcelulosa, suero fetal bovino, albúmina de suero bovino y 2-

Mercaptoetanol. Permite la adición de factores de crecimiento ó citoquinas a elección. 

 RPMI 1640-10%FBS/PS/Gln: RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (FBS) 

10% (inactivado por calentamiento a 55ºC durante 1h), 100 U/mL  de penicilina, 100 

U/mL  estreptomicina, y L-glutamina 2 mM. 

 SCGM-PS/Gln: medio libre de suero (“serum free media”) normalmente utilizado para la 

expansión de células madre y progenitores hematopoyéticos. 100 U/mL de penicilina, 100 

U/mL  estreptomicina y L-glutamina 2 mM.  

3.2  MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANO. 

 

 LB (Luria-Bertoni): Extracto de levadura 0,5%; bactotriptona 1%; NaCl 1%; NaOH 1mM. 

 

 LB-Agar: Extracto de levadura 0,5%; bactotriptona 1%; NaCl 1%; NaOH 1mM; agar 

bacteriológico 1,5%. 

 

 TB (Terrific Broth Medium): Extracto de levadura 2,4%; bactotriptona 1,2%; glicerol 0,4%; 

KH2PO4 0,17 M; K2HPO4 0,72 M. 

 

3.3 SOLUCIONES Y TAMPONES. 

Todas las soluciones empleadas se prepararon con H2O ultrapura. 

 PBS 1X (Solución amortiguadora de fosfatos): NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 100 

mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,0. 

 Poliacrilamida al 40%: acrilamida al 38.96% y bis-acrilamida al 1.04%. 

 Solución de arrastre de los anticuerpos unidos a una membrana de transferencia de 

western (solución de arrastre): Tris 62,5 mM pH 6,8; SDS 2% p/v; β-mercaptoetanol 100 

mM. 
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 Solución de bloqueo: leche desnatada al 5% (p/v) ó BSA al 2% (p/v) en tampón de lavado 

(TBS-tween). 

 Solución de lisis de las células de la serie roja : NH4CL 0,155 M , KHCO3 10 mM , EDTA 

10 mM a pH 7,4.  

 Soluciones de revelado de western (AB): Solución A (Luminol 1mM; Ácido cumárico 0,4 

mM; Tris-HCl 100 mM pH 8,5) y solución B (H2O2 0,02%; Tris-HCl 100 mM pH 8,5)  

 Solución de precipitación/purificación de ADN (Fenol/cloroformo/isoamílico): 

Fenol/cloroformo 1:1. El cloroformo se estabiliza con alcohol isoamílico 4%. La mezcla se 

cubre con Tris-HCl 10 mM pH 8. 

 Solución de trabajo de ioduro de propidio (IP): IP 50 µg/mL ; ribonucleasa A 0,1 mg/mL ; 

en PBS 1X. 

 Solución de MTT : 2,5-difeniltetrazolio (MTT) 0,05 mg/mL  en PBS 1X.. 

 Tampón concentrante: Tris 0,5 M, pH 6,8 ajustado con HCl. 

 Tampón de anillamiento: Acetato sódico 100 mM; acetato de magnesio 2 mM; HEPES 30 

mM. Se ajustó a pH 7,4 con KOH. 

 Tampón de carga o de muestra para proteínas: Tris 125 mM; SDS 2% (p/v); glicerol 5% 

v/v; azul de bromofenol 0,003% (p/v) y -mercaptoetanol 1% (v/v). Se ajustó a pH 6,8 con 

HCl.  

 Tampón de electroforesis de agarosa TAE (Tris-Acético-EDTA): Tris 40 mM; ácido 

acético glacial 20 mM; EDTA 2 mM. 

 Tampón de electroforesis para western 5X: Tris 25 mM; glicina 200 mM y SDS al 0,1% 

(p/v), se ajustó a pH 8,3 con HCl.  

 Tampón de lavado (TBS-tween): Tris 10 mM y tween 20 0,05% (v/v). 

 Tampón de lisis MLB: HEPES 25 mM pH 7,5; NaCl 150 mM, Igepal 1% (v/v),  glicerol 10% 

(v/v), MgCl2 10 mM, EDTA 1mM, NaF 25 mM, Na3VO4 1mM e inhibidores de proteasas. 

 Tampón de reacción fosfatasa: Hepes 50 mM pH 7,2, NaCl 60 mM, KCl 50 mM y EDTA 5 

mM. 

 Tampón de transferencia: Tris 25 mM; glicina 190 mM;  metanol 20% v/v. pH 8,1-8,4. 

 Tampón separador: Tris 1,5 M, pH 8,8 ajustado con HCl. 

 Tampón STET: Sacarosa 15% (p/v); Tris-HCl 50 mM pH 8; EDTA 50 mM pH 8; Triton X-100 

1% (p/v).  

 TE (Tris-EDTA): Tris 10 mM; EDTA 1 mM. 
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4. MÉTODOS: 

 

4.1   CULTIVOS CELULARES 

 Las células K562 y las Boff210 se crecieron a una densidad entre 2x105 células/mL  y 

7x105 células/mL . Para cambiar el medio se centrifugaron a 1.200 rpm durante 5 minutos 

a 4 ºC. Se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos 1X (PBS;  Phosphate Buffer 

Saline),  y se resuspendieron en medio fresco, RPMI ó DMEM respectivamente, a una 

concentración de 2 x 105 células/mL . 

 Las células HEK 293, que se adhieren a la placa, se dejaron crecer hasta confluencia. Se 

retiró el medio de cultivo, se lavaron 2 veces con PBS, y se añadió Tripsina-EDTA durante 

1-2 minutos para liberar las células. Posteriormente, se añadió medio DMEM fresco y las 

células se depositaron en nuevas placas de cultivo diluyéndolas cinco veces. 

 Las células monocucleadas obtenidas de los pacientes recién diagnosticados en fase 

crónica de la enfermedad, se usaron de manera inmediata, resuspendiéndose a la densidad 

requerida para cada experimento,  desde 2,5 x 105 células/ mL  hasta 10 x 105 células/mL  , 

en RPMI fresco.  

 Las células CD34+ seleccionadas de las células mononucleadas de médula ósea, tanto de 

pacientes con leucemia mieloide crónica, como de donantes sanos, se usaron de manera 

inmediata tras su aislamiento, resuspendiendo toda la cantidad de células obtenida en 1 mL  

de medio libre de suero SCGM complementado con los siguientes factores de crecimiento y 

citoquinas: trombopoyetina (TPO) 30 ng/mL , factor de células madre (SCF, del inglés “Stem 

Cells Factor”) 100 ng/mL  y ligando Flt3 humano (hFlt3) 30 ng/mL. 

 

4.2   AISLAMIENTO DE LAS CÉLULAS MONONUCLEADAS Y CD34+ DE MÉDULA 

ÓSEA. 

 

Las muestras de médula ósea, tanto de pacientes como de donantes sanos, fueron 

proporcionadas por el Servicio de Hematología del Hospital Clínico de Salamanca tras su 

extracción, mediante punción en la cadera, con el consentimiento informado de los individuos de 

acuerdo con la Declaración de Helsinki. Una vez recibida la muestra en tubos de cristal con 

EDTA (para evitar la coagulación de la muestra), comenzamos con el procesamiento, llevado a 
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cabo en condiciones de esterilidad en campanas de flujo laminar clase II. Las células de médula 

ósea tienden a agregarse, formando grumos de textura viscosa. Por esto, en primer lugar se 

agitó vigorosamente el tubo contenedor manualmente y se disolvieron los grumos mediante el 

paso de la muestra varias veces por jeringuillas de 5 mL  con agujas de diamétro descendente: 

primero agujas de 18G (color rosa), posteriormente agujas de 23G (color azul) y por último de 

25G (color naranja), tras lo cual se fue depositando la muestra en un tubo tipo Falcon de 50 mL . 

El volumen de sangre obtenido se diluyó tres veces (1:3) con medio de cultivo Hank’s. Se 

depositaron 4 mL  de Ficoll en tubos de 15 mL  y, con sumo cuidado para que no se mezclasen y 

se rompiese el gradiente, se fue añadiendo un volumen de 6 mL  de la mezcla médula ósea + 

medio Hank’s a cada tubo con Ficoll (como se muestra en la imagen inferior). Estos se 

centrifugaron a 500 xg durante 30 minutos con una aceleración y deceleración mínimas. De esta 

manera se produce una separación por gradiente de densidad de las distintas fracciones 

sanguíneas.  

                              

Ficoll

Médula 
ósea 

+ 

Hank’s

Plasma

CMNs

Ficoll

Serie roja

 

                                              Fotografía tomada de Proteogenix 

 

Con una pipeta Pasteur estéril se succionó la capa fina blanquecina situada justo en la parte 

superior del Ficoll, correspondiente a la fracción de células mononucleadas (CMNs) dónde se 

encontrarán también los granulocitos inmaduros (CD15 negativos), y se depositó en un tubo 

limpio, dónde se fueron juntando las células succionadas de todos los tubos en los que se había 

realizado el gradiente de Ficoll. Las células, una vez separadas, se centrifugaron 10 minutos a 

300 xg y se lavaron dos veces con medio Hank’s, resuspendiéndose finalmente para la 

correspondiente experimentación en RPMI1640-10%FBS/PS/Gln. 

La porción de CMNs dirigida a la obtención de las células CD34+ se resuspendió en medio 

SCGM/PS/Gln, se contó el número de células y se procedió a la selección inmunomagnética en 
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el AutoMACS (del inglés “Automate Magnetic Activated Cell Sorting”) utilizando el kit de 

aislamiento de células progenitoras CD34+ (CD34 Microbead Kit, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany), según describe el fabricante. En la separación se empleó el programa 

“posseld”, que mediante el pase de las células por 2 columnas inmunomagnéticas permite 

obtener una mayor pureza en la sección positiva. Una vez seleccionadas, las células CD34+ se 

lavaron dos veces con medio de cultivo RPMI 1640 y se resuspendieron en medio SCGM (con 

los factores señalados en el punto 5.1) para comenzar la experimentación. 

 

 

4.3   ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN MEDIANTE EL SISTEMA DEL MTT  

El método del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) fue propuesto por Mosmann 

(Mosmann, 1983) como un método para evaluar los efectos citotóxicos de una sustancia así 

como para realizar estudios de proliferación celular. El MTT es una sal de tetrazolio de color 

amarillo, que es convertida por las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas en 

cristales de formazán de color azul oscuro-violeta. Después de la solubilización de los cristales 

de MTT en DMSO, se obtiene un medio de color violeta, cuya mayor o menor absorbancia a 570 

nm se relaciona directamente con el número de células vivas presentes en el cultivo. 

Mediante este método se midió la proliferación de las líneas celulares K562 y Boff210 y de las 

células mononucleadas procedentes de pacientes recién diagnosticados. Las células, a una 

densidad inicial de 2x105 células/mL en el caso de células K562 y Boff210, y 10x105 células/mL  

en el caso de las células de los pacientes, fueron incubadas en presencia o ausencia de los 

distintos agentes y se midió su proliferación a las 24 horas (en células Boff210) o a las 48h 

(células K562 y CMNs) de la siguiente manera: las células se centrifugaron en placa a 1500 rpm 

durante 5 minutos, se lavaron con PBS y se resuspendieron en 100 µL de la solución de MTT 

(figura II-1B) en la cual se incubaron durante 75 minutos a 37ºC.  

Posteriormente las células se centrifugaron y lavaron de nuevo con PBS y se resuspendieron en 

200 µL de DMSO para solubilizar los cristales (figura II-1C) y poder medir la absorbancia de las 

muestras a 570 nm en un lector de placas ELISA Multiskan FC de “Thermo Scientific”. 
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A) B) C)

 

Figura II-1: Ensayos de proliferación mediante el sistema del MTT. Placa con las células K562 tras 48 
horas con los tratamientos (A). Placa con las células resuspendidas en la solución MTT (B). Placa tras 
disolver los cristales de formazán con DMSO.  

 

4.4   ENSAYOS DE FORMACIÓN Y CONTAJE DE COLONIAS. CLONOGENICIDAD. 

Estos ensayos se llevaron a cabo para determinar el efecto de distintos tratamientos sobre la 

capacidad de formación de colonias de las líneas celulares K562 y Boff210 y de las células 

mononucleadas y CD34+ de médula ósea de paciente. 

Las células se cultivaron con los tratamientos correspondientes durante 48 horas en el caso de 

células K562 y CMNs y 24 horas para células Boff210 y CD34+ a una concentración de 2x105 

células/mL. Posteriormente se tomaron 50.000 células de cada tratamiento y se resuspendieron  

en 500 μl de medio Iscove 1X (suplementado con L-Glutamina),  añadiendo  a continuación el 

volumen de células correspondiente para obtener una cantidad final de 2.000 células en el caso 

de células K562 y Boff210 (20 µL) o de 10.000 células en el caso de células CMNs y CD34+  de 

médula ósea (100 µL) a 1 mL  de medio de metilcelulosa (HSC-CFU basic en el caso de las 

líneas celulares, HSC-CFU complete w/o EPO para células de individuos), previamente 

alicuotado en tubos estériles. Se agitaron vigorosamente  los distintos tubos y con una jeringuilla 

de 1 mL  y aguja 18G, se depositaron 500 μl de la suspensión células/metilcelulosa en cada uno 

de los dos pocillos de la placa correspondientes a cada tratamiento. De esta manera cada pocillo 

tiene la cantidad de 1000 ó 5000 células iniciales (K562/Boff210 y células CMNs/CD34+ 

respectivamente). Se quitaron todas las burbujas formadas durante el procedimiento y se 

incubaron las placas durante 7 días en las líneas celulares K562 y Boff210 o durante 14 días en 

células CMNS y CD34+, a 37ºC y 5% CO2 . A día 7 ó 14, respectivamente, se procedió al contaje 

del número de unidades formadoras de colonias (CFUs) mediante la observación a microscopía 

óptica con el objetivo 4X. 
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4.5 GENERACIÓN DE UN MODELO ANIMAL XENOINJERTO DE LEUCEMIA MIELOIDE 

CRÓNICA. 

 

Para el estudio de los tratamientos in vivo se utilizaron ratones hembra atímicos CB17-SCID de 

seis semanas de edad suministrados por el Laboratorio Charles River, aislados en un ambiente 

libre de patógenos. Estos ensayos fueron realizados en el animalario del Edificio Departamental 

de Salamanca con la ayuda del servicio de oncofarmacología del CIC (Centro de Investigación 

del Cáncer). 

Para la generación del modelo xenoinjerto (del inglés “xenograft”), se inoculó a estos ratones 

inmunocomprometidos subcutáneamente en el flanco derecho con 10x106 células K562 en 100 

µL de medio RPMI-1640 y 100 µL de Matrigel. Las células K562 inyectadas constaban de un 

pequeño número de pases y fueron previamente tratadas en el laboratorio durante 10 días con 

ciprofloxacino 20 µg/mL  para eliminar posibles micobacterias. 

Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 120 mm3, siendo ya palpables (15-20 días post-

inoculación), los ratones fueron distribuídos aleatoriamente en los cuatro grupos de trabajo para 

recibir diariamente (de lunes a viernes) los tratamientos correspondientes que fueron los 

siguientes: 

 

1. Grupo Control: vehículo (PBS 1x). Volumen administrado: 5 µL / gratón. 

2. Grupo Imatinib: imatinib 100 mg /Kg (disuelto con agua bidestilada). Administración oral a 

través de una sonda. Volumen administrado: 5 µL / gratón. 

3. Grupo DPI: DPI 1 mg / Kg (disuelto en DMSO y diluído 20X con PBS estéril) 

Administración mediante inyección intraperitoneal con aguja de insulina (25G). Volumen 

administrado: 5 µL / gratón. 

4. Grupo I+D: imatinib 100 mg /Kg + DPI 1 mg / Kg. Administración oral y mediante 

inyección intraperitoneal respectivamente. Volumen administrado 5 µL / gratón. 

 

Se incluyeron 4 ratones por grupo, a los que se administró el tratamiento durante 22 días. La 

eficacia de los fármacos fue monitorizada a través de la medida del diámetro del tumor con un 

Caliper dos veces/semana, siendo el volumen del tumor estimado como el volumen de una 

elipse, usando la siguiente fórmula:  

                                                 V = 1/3π x (a/2) x (b/2)2    
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dónde “a” y “b” corresponden al diámetro más largo y más corto respectivamente. La toxicidad 

de los fármacos se siguió a través del peso de los animales medido en una balanza analítica y 

mediante observación del comportamiento. 

 

4.6 ANÁLISIS DE LOS TRATAMIENTOS EN UN MODELO DE RATÓN TRANSGÉNICO 

PARA LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA . 

Los animales utilizados para realizar este tipo de estudios in vivo fueron ratones transgénicos que 

expresaban p210bcr/abl bajo la dirección del promotor de ratón del gen tec, que es una tyrosina 

kinasa citoplasmática que se encuentra expresada fundamentalmente en progenitores 

hematopoyéticos tempranos. Estos ratones van a desarrollar a lo largo de su vida LMC, 

presentando hiperplasia de granulocitos, siguiendo un curso clínico de la enfermedad muy similar a 

la LMC en humanos (Honda et al.,1998;  Honda and Hirai, 2001). 

Los cruces de los ratones para la obtención de las nuevas camadas BCR-ABL positivas necesarias 

para el estudio fueron realizados por el laboratorio de la Dra. Carmen Guerrero (Centro de 

Investigación del Cancer, Salamanca), dónde también fueron genotipados (para discriminar los 

ratones BCR-ABL positivos y negativos) y criados hasta que desarrollaron la enfermedad, momento 

en que los animales fueron trasladados al animalario de nuestro edificio (con el correspondiente 

permiso del Dr. Honda, creador de esta línea de ratones p210BCR/ABL positivos), para comenzar con 

el tratamiento (tras unos días de acondicionamiento). Se mantuvo una estrecha colaboración con el  

laboratorio de la Dra. Carmen Guerrero durante todo el proceso de experimentación relativo a este 

modelo de ratón. 

4.6.1 Aplicación del tratamiento de los ratones. 

 

A partir de los dos meses de edad se hizo un seguimiento de los ratones BCR-ABL positivos 

mediante la extracción semanal de sangre periférica para analizar el porcentaje de granulocitos 

por citometría de flujo. En condiciones fisiológicas, el porcentaje de granulocitos en sangre 

periférica respecto al total de leucocitos se encuentra en torno al 15-20 % (Ting Zhao et al., 

2014). En estos ratones transgénicos, los niveles de granulocitos van aumentando con el tiempo, 

desarrollándose la leucemia mieloide crónica. Así, se comenzó a tratar a los ratones cuando 

presentaban ya un porcentaje de granulocitos elevado (igual o superior al 50% respecto al total 

de leucocitos), momento que se corresponde con la fase crónica de esta enfermedad.  

Los tratamientos y los grupos de trabajo fueron los siguientes: 

 



                                                                                            CAPÍTULO III – Materiales y métodos 

61 

 

1. Grupo Control: sin tratamiento. 

2. Grupo Imatinib: imatinib 100 mg /Kg (disuelto con agua bidestilada). Administración oral a 

través de una sonda. Volumen administrado: 5 µL / gratón. 

3. Grupo DPI: DPI 1 mg / Kg (disuelto en DMSO y diluído 20X con PBS estéril) 

Administración mediante inyección intraperitoneal con aguja de insulina (25G). Volumen 

administrado: 5 µL / gratón. 

4. Grupo I+D: imatinib 100 mg /Kg + DPI 1 mg / Kg. Administración oral y mediante 

inyección intraperitoneal respectivamente. Volumen administrado 5 µL / gratón. 

Los tratamientos fueron administrados diariamente (de lunes a viernes) durante dos semanas. Los 

ratones se mantuvieron en todo momento en el animalario bajo condiciones de esterilidad. 

4.6.2 Análisis del porcentaje de granulocitos: 

   

La metodología utilizada fue la misma para el seguimiento de granulocitos pre-tratamiento y para 

el análisis del número de granulocitos post-tratamiento. Se extrajo a los ratones 

aproximadamente 200 µL de sangre mediante punción en el plexo submandibular, que se 

depositó directamente en microtubos comercialmente preparados para muestras de sangre (con 

EDTA y Heparina entre otros componentes para evitar la coagulación). 

Se mezclaron 170 µL de sangre periférica con 12 mL  de solución de lisis de las células de la 

serie roja (ver 5.3), previamente enfríada a 4ºC, en tubos tipo Falcon. Se agitó y se mantuvo en 

hielo durante 15 minutos. Posteriormente se centrifugó 10 minutos a 300 xg, se retiró el 

sobrenadante con los eritrocitos lisados y se lavaron las muestras con 5 mL de PBS 1X estéril. 

Se centrifugó de nuevo y se resuspendieron las células en 100 µL de PBS. Se pasaron a tubos 

tipo eppendorf y se marcaron con 0,8 µL del anticuerpo Gr1A - FITC (dilución 1:200) durante 15 

minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad. Seguidamente las muestras se adquirieron en 

un citómetro de flujo BD Accuri™ C6, y se analizaron con el software asociado “BD Accuri C6 

Software”. Gr1A es un marcador de granulocitos (FITC se detecta en FL1, fluorescencia verde). 

 

4.7     MEDIDA DE LOS NIVELES DE ROS INTRACELULARES. 

Los niveles intracelulares de ROS fueron medidos por citometría de flujo mediante tinción de las 

células con la sonda fluorescente oxidable 2’,7’-diacetato de diclorohidrofluoresceina (DCFH2-

DA). Se trata de un compuesto no fluorescente que es capaz de penetrar en las células por 

difusión pasiva. Así, una vez en el citoplasma celular, la DCFDA es hidrolizada por la acción de 

diesterasas a 2’,7’- diclorohidrofluoresceina (DCFH2), compuesto que es susceptible de ser 
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oxidado por las ROS dando lugar al compuesto fluorescente 2’,7’- diclorofluoresceina (DCF). La 

longitud de onda de excitación-emisión para la DCF es 488/530 nm, por lo tanto pudimos 

determinar la cantidad de ROS en una muestra celular en función de la fluorescencia media 

observada para la DCF en el fotomultiplicador FL1 del citómetro (fluorescencia verde). 

Para llevar a cabo estos experimentos las células K562 se crecieron durante al menos 24 horas 

a baja densidad celular (por debajo de 3x105 células/mL), y las células de los pacientes se 

emplearon inmediatamente después de ser recibidas. Se utilizaron aproximadamente 400.000 

células para cada condición. Después de 2 horas con los tratamientos correspondientes, las 

células se pasaron a tubos de citometría, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos, se 

lavaron y se resuspendieron en 1 mL de PBS 1X, de tal forma que las células quedaran a una 

densidad de 4x105 células/mL. Se añadieron nuevamente a las células (en PBS) los tratamientos 

respectivos junto con la sonda (DCFH2-DA), a una concentración final 10 µM, y se mantuvieron 

30 minutos en oscuridad, a 37ºC. Posteriormente se lavaron las células con PBS 1X con el fin de 

eliminar la sonda no unida a las células y los tratamientos, y finalmente se resuspendió el botón 

celular en 400 µL de PBS para su análisis por citometría de flujo FACSCalibur. 

4.8 OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS CELULARES PROTEICOS 

Despúes de cultivar las células a una densidad de 3,5x105  células/mL  en presencia ó ausencia 

de los distintos tratamientos durante el tiempo correspondiente, las células se lavaron con PBS 

1X, se centrifugaron a 300xg 5 minutos y se resuspendieron en tampón MLB con inhibidores de 

proteasas (HEPES 25Mm, pH 7,5; NaCl 150mM; Igepal CA-630 1% (v/v), glicerol 10% (v/v); NaF 

25mM; Mg2Cl 10mM; EDTA 1mm; Na2VO4 1mM; leupeptina 10 µg/mL; aprotinina 10 µg/mL ), 

manteniéndolas en hielo durante 20 minutos, lo que permite la rotura y solubilización de las 

membranas celulares y por tanto, la obtención de los extractos celulares. Estos extractos se 

centrifugaron durante 15 minutos a 4ºC en una centrífuga de mesa (para tubos tipo eppendorf) a 

13.500 rpm, separándose el sobrenadante para su uso posterior. 

4.9   VALORACIÓN DE PROTEÍNAS. 

Las proteínas totales se valoraron según el método de Bradford (Bradford, 1976). El patrón de 

concentraciones conocidas utilizado fue seroalbúmina bovina (BSA), con las que se obtuvo una 

recta de la que se extrapoló la concentración de proteínas de las muestras de trabajo. Para 

realizar las mediciones de la absorbancia de las muestras se empleó un lector de placas de 

ELISA Multiskan FC de “Thermo Scientific”. 
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4.10 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE TRANSFERENCIA 

DE WESTERN. 

Para estudiar el efecto de los distintos tratamientos sobre la cascada de señalización de la 

proteína fusogénica BCR-ABL se analizaron los niveles de fosforilación de dicha proteína, de dos 

de sus sustratos directos (CRKL y STAT5) y de la MAPK ERK1/2 mediante transferencia de 

western.  

4.10.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. 

Los extractos proteicos se sometieron a electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en 

condiciones reductoras, siguiendo el método de Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras se 

incubaron a 100o C durante 5 minutos en tampón de carga (ver 4.3).  En cada carril del gel se 

depositó una cantidad variable de proteínas dependiendo de la naturaleza del anticuerpo, con 

una concentración de proteínas equivalente para todos los pocillos. Las electroforesis se 

efectuaron en una disolución amortiguadora (tampón de electroforesis [ver 3.3]) aplicándose un 

voltaje constante de 125 V a temperatura ambiente. 

4.10.2 Transferencia de las proteínas a la membrana de difluoruro de polivinilideno 

(PVDF). 

Tras la electroforesis se transfirieron las proteínas a una membrana de PVDF como se ha 

descrito previamente (Hernandez-Hernandez et al., 2006). Para ello se empleó un sistema de 

transferencia húmedo utilizando una disolución amortiguadora (tampón de transferencia, ver 

4.3]). La transferencia se efectuó aplicando un amperaje constante de 400 mA durante 4 horas a 

4ºC  

4.10.3 Incubación de la membrana con los anticuerpos. 

Una vez realizada la transferencia se bloqueó la membrana mediante inmersión de ésta en una 

disolución de bloqueo que contenía leche desnatada o BSA al 5% (p/v)  (se utilizó BSA para los 

western en los que se pretendía detectar proteínas fosforiladas) en TBS (ver 4.3), durante 2 

horas a temperatura ambiente con agitación constante. A continuación, se incubó la membrana 

con el anticuerpo primario convenientemente diluido durante toda la noche a 4 ºC y con agitación 

constante. Después de la incubación con el anticuerpo primario la membrana se lavó con TBS 

(tres veces, durante 10 minutos cada vez) y se incubó con el correspondiente anticuerpo 
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secundario convenientemente diluido, que está conjugado a la peroxidasa de rábano, durante 1 

hora a temperatura ambiente y con agitación constante. 

4.10.4 Detección.  

Una vez incubada la membrana con los anticuerpos se lavó de nuevo con TBS (tres veces, 

durante 10 minutos cada vez) y se sometió al revelado por el sistema de sustrato luminiscente 

para la peroxidasa de rábano mediante el kit comercial “Pierce® ECL 2 Western Blotting 

Substrate”, siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Cuando la señal del anticuerpo 

primario era muy fuerte se empleó un sistema de revelado basado en el empleo de la solución 

de revelado AB (ver 4.3). Las membranas se incubaron durante tres minutos con esta solución 

de revelado AB. El tiempo de exposición de las películas a las membranas varió en función de la 

muestra y del anticuerpo primario utilizado. Tras la exposición la película se reveló en una 

máquina de revelado para Western “Medical X-ray Processor” de “Kodak”. 

Tabla  II-1: Especificaciones de la incubación, bloqueo y revelado para las distintas proteínas 
analizadas por transferencia de Western.  
 

Proteína Anticuerpo 1º Anticuerpo 2º Sol. Bloqueo Sol. Revelado

p-cABL (Tyr245) 1:2000 Anti- rabbit 1:20.000 BSA 2% ECL plus

ABL (K-12)  1:1000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% Solución AB

pCRKL (Tyr207)  1:4000 Anti- rabbit 1:20.000 BSA 2% ECL plus

CRKL (C-20)  1:2000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% Solución AB

pErk1/2 (E-4)  1:3000 Anti- mouse 1:10.000 BSA 2% ECL plus

ERK1/2 (K-23)  1:5000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% Solución AB

pSTAT5 (Y694) 1:2000 Anti- rabbit 1:20.000 BSA 2% ECL plus

STAT5 (H-134) 1:2000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% Solución AB

β-Tubulina   1:2000 Anti- mouse 1:10.000 Leche 5% Solución AB

GAPDH 1:40.000 Anti- mouse 1:10.000 Leche 5% Solución AB

SHP1 (C-19) 1:1000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% ECL plus

SHP2 (C-18) 1:2000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% ECL plus

pHistonaH3 (S-10) 1:1000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% ECL plus

WEE1 (H-300) 1:1000 Anti- rabbit 1:20.000 Leche 5% ECL plus
 

En el caso de las membranas hibridadas con anticuerpos frente a las formas fosforiladas de una 

proteína (pABL, pCRKL, pSTAT5 y pERK1/2), después de haber sido reveladas fueron 

sometidas a un proceso destinado a eliminar los anticuerpos unidos a las mismas. Esta 

eliminación se llevó a cabo con el fin de reutilizar esas membranas para determinar los niveles 
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de las proteínas totales correspondientes a las formas fosforiladas de las mismas (ABL, CRKL, 

STAT5 y ERK). 

Inicialmente las membranas fueron lavadas con TBS, con el fin de eliminar los restos de las 

soluciones de revelado, para después incubarse durante 5 min a 55ºC en la solución de arrastre 

(ver 4.3). Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las membranas fueron lavadas 

repetidamente con TBS. El lavado con TBS permite arrastrar todas las proteínas que quedan 

unidas débilmente a la membrana tras la incubación con la solución de arrastre en las 

condiciones anteriormente citadas (anticuerpo1º, anticuerpo 2º y la proteína de bloqueo). Por lo 

tanto, tras el lavado con TBS las membranas fueron bloqueadas de nuevo e hibridadas con los 

anticuerpos correspondientes a las formas totales de las proteínas. 

4.10.5 Cuantificación. 

Los resultados de las películas obtenidas por transferencia de western fueron cuantificados con un 

densitómetro CS-9000 de “Shimadzu”, haciendo pasar un haz de luz de longitud de onda de 580 

nm sobre las bandas presentes, de manera que se registró la intensidad de señal de cada banda.  

 

4.11 MEDIDA DE LA ACTIVIDAD PROTEÍNA TIROSINA -FOSFATÁSICA DE PTPs 

(SHP1 Y SHP2). 

El protocolo seguido para medir la actividad enzimática de las fosfatasas SHP1 y SHP2 fue 

modificado de Zhang et al., 2009: se cultivaron las células a una densidad de 3,5x105 en 

presencia o ausencia de los distintos tratamientos. Tras 16 horas se obtuvieron los extractos 

proteicos (véase 5.8), utilizando como tampón de lisis MLB (véase punto 4.4) sin Na2VO4, ya que 

este es un inhibidor de PTPs. Tras valorar la concentración de proteínas de cada extracto (véase 

5.9), se separaron 1.000 µg de proteínas para ser sometidas a inmunoprecipitación, para lo cual 

se añadieron 4 µL de anticuerpo específico contra SHP1 o SHP2 (Santa Cruz Biotechnology) y 

se incubaron durante 2 horas, a 4 ºC en agitación. Posteriormente se añadieron 20 µL de 

proteína A agarosa (Santa Cruz Biotechnology) y se incubaron a 4 ºC durante una hora, en 

agitación. Con esto se consigue que la proteína A agarosa se una a las cadenas pesadas de las 

Inmunoglobulinas. Una vez inmunoprecipitadas SHP1 o SHP2, se centrifugaron las muestras a 

1000 xg durante 3 minutos para sedimentar la proteína A agarosa y se lavaron 3 veces con el 

tampón de lisis MLB (sin Na2VO4 y glicerol). Se realizó un último lavado con el tampón de 

reacción fosfatasa (véase 4.3) y se resuspendieron las proteínas en 220 µL de este mismo 
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tampón. Para iniciar la reacción se añadió pNPP 50mM (bis-para-Nitrofenilfosfato), que es un 

sustrato inorgánico fosforilado, y se incubó a 37 ºC durante dos horas. Se agitaron los tubos 

cada 5 minutos, observando la aparición progresiva de color amarillo en la reacción como 

consecuencia de la desfosforilación del sustrato por las fosfatasas. Se midió la absorbancia a 

495 nm en un lector de placas ELISA Multiskan FC de “Thermo Scientific”. 

En cada experimento, un control negativo sin inmunoprecipitar fue analizado simultáneamente 

para cada tratamiento y para cada PTP. La absorbancia obtenida en la reacción de los controles 

negativos fue restada a la absorbancia obtenida para los inmunoprecipitados correspondientes 

con la finalidad de eliminar de los resultados toda actividad fosfatásica inespecífica de SHP1 y 

SHP2. Los datos se relativizaron al tratamiento con imatinib. Tras la medida colorimétrica de la 

actividad de estas proteínas, se lavaron los inmunoprecipitados con el tampón de lisis MLB 

(véase 4.4) y se resuspendieron en 20 µL de tampón de muestra para analizar los niveles de 

SHP1 y SHP2 mediante transferencia de western. 

 

4.12   ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR  

 

El estudio del ciclo celular se llevó a cabo mediante tinción de la línea celular K562 con ioduro de 

propidido. Este compuesto de color rojo se une a los ácidos nucleicos cuando la membrana 

celular ha perdido su integridad, lo cual permite la cuantificación del ADN mediante citometría de 

flujo. La luz fluorescente emitida puede ser detectada en el fotomultiplicador FL2 (fluorescencia 

roja), siendo esta proporcional al contenido de ADN en cada célula., lo que nos da información 

sobre la distribución de las células en las distintas fases del ciclo celular  (Fase Sub G1, fase 

G0/G1 , fase S ó fase G2/M ).  

Para llevar a cabo estos análisis se procesaron las células de la siguiente manera: se tomaron 

6x105 células K562 a una densida de 2x105 células/mL  para cada condición y se mantuvieron con 

los tratamientos correspondientes (control, DPI 5 µM , IM 0,5 µM ó combinación) durante distintos 

tiempos: 24, 32 y 48 horas, después de los cuales las células fueron lavadas con PBS 1X, 

centrifugadas a 300 xg durante 5 minutos y resuspendidas en 50 µL de etanol al 70%, en el que se 

fijaron durante 1 hora a 4ºC. Posteriormente las células se volvieron a lavar con PBS 1X, se 

centrifugaron a 500 xg durante 7 minutos y se añadió a cada muestra 500 µL de la solución de 

trabajo de ioduro de propidio ( 25 µL de IP 1 mg/mL, 2,5 µL de ribonucleasa A 0,1 mg/mL y 472,5 

µL de PBS 1X ), con la que se incubaron las células 45 minutos a 37 ºC en oscuridad (es necesario 

añadir a la solución de trabajo de IP ribonucleasa A ya que el IP se une por igual al ADN y al ARN). 
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Se lavaron las células una vez más, se centrifugaron  y se resuspendieron en 350 µL de PBS 1X 

para ser adquiridas en el citómetro FACSCalibur. Para analizar los perfiles FACS del ciclo celular se 

utilizaron los programas informáticos Paint a Gate y Win MDI 2.9. 

4.13   MEDIDA DEL DAÑO EN EL DNA (roturas de doble hebra “DSBs”) 

 

La generación de roturas de doble hebra (DSBs, del inglés “double strand breaks”) en el ADN es 

una forma de daño en el material genético muy frecuente en células BCR-ABL positivas (Nowicki 

et al., 2004). Tras la introducción de una rotura de doble hebra (DSBs), se produce rápidamente 

la fosforilación en la serina-139 (Ser-139) de una forma especial de la histona 2A, conocida 

como H2AX, de manera que miles de estas histonas van a ser fosforiladas en la misma región, lo 

que se denota como γ-H2AX, rodeando la rotura de doble hebra tras su formación (Burma et al., 

2001; Rogakou E.P. et al., 1998). Así, mediante citometría de flujo, podemos detectar los niveles 

de gamma-H2AX (γ-H2AX) en nuestras células leucémicas y correlacionarlos con el número de 

roturas en el DNA.  

 

Se cultivaron las células a una densidad de 2x105 células/mL en presencia o ausencia de los 

distintos tratamientos. Tras 24, 32 y 48 horas se tomaron 500.000 células de cada condición, se 

centrifugaron a 300 xg 5 minutos y se lavaron con PBS 1X. Se resuspendió el botón celular en 

50 µL de paraformaldehido al 4% y se fijaron durante 1 hora a 4ºC, tras lo cual se lavaron 

nuevamente con PBS 1X, centrifugándose a 500 xg, 7 minutos. Se resuspendieron en 50 µL de 

Triton X-100 al 0,25% y se permeabilizaron durante 15 minutos en hielo. Tras un lavado, se  

resuspendieron las células en 100 µL de PBS 1X y se marcaron durante 15 minutos a 

temperatura ambiente con 2,5 µL del Anticuerpo anti γH2AX- FITC. Se procedió con un último 

lavado para eliminar el exceso de anticuerpo y finalmente las células fueron resuspendidas en 

350 µL de PBS 1X para ser adquiridas en el citómetro FACSCalibur, detectando la fluorescencia 

emitida en el fotomultiplicador 1 (FL1), correspondiente al color verde. Para determinar el 

contenido de γH2AX se analizó la fluorescencia media de las células mediante el programa 

informático WinMDi 2.9. 

 

4.14   ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR   

La viabilidad celular de las células K562 y de las células primarias de los pacientes fue 

determinada tras someter las células a los distintos tratamientos durante 48 horas. Para llevar a 

cabo este tipo de estudio se empleó el kit comercial “AnnexinV-PE/7-AAD apoptosis detection 
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kit” siguiendo las intrucciones del fabricante. Se pusieron de forma general, 5x105 células por 

muestra en un tubo de citometría, donde fueron lavadas con PBS y resuspendidas en 100 µL de 

“Binding Buffer” (1:10 diluido en dH2O). En este tampón que contenía calcio, las células se 

marcaron con 5 µL de Anexina V-PE y 5 µL de 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) y se incubaron 

en oscuridad y a temperatura ambiente durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, las células 

se lavaron por adicción a cada muestra de 400 µL más de “Binding Buffer” 1X. Para cada 

condición se adquirieron en el citómetro 50.000 células, las cuales fueron posteriormente 

analizadas empleando el programa WinMDI 2.9. La Anexina V es una proteína que se une 

específicamente a la fosfatidilserina en presencia de Ca2+, la cual se externaliza en los procesos 

de apoptosis, y la 7-AAD se une específicamente al ADN (para lo cual es necesario que la 

membrana plasmática esté rota, proceso que ocurre frecuentemente en los últimos pasos de la 

apoptosis y en procesos de necrosis). Así, se consideraron como células viables las Anexina V/ 

7-AAD dobles negativas (-/-), células en apoptosis temprana las positivas para  Anexina V (+/-), 

células apoptóticas tardías las dobles positivas (+/+) y necróticas las células positivas para 7AAD 

(-/+).    

                                

- / - + / -

+ / +- / +

 

Figura II-2: Gráfica de puntos representativa de las distintas regiones AnexinaV/7ADD positivas y 

negativas. 

 

4.15    EXTRACCIÓN DE ARN 

El ARN total de las células se obtuvo a partir de muestras celulares. Se empleó el reactivo “TRI 

reagent” de SIGMA, siguiendo las instrucciones de la casa comercial para la extracción: 7 x 106 
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células se resuspendieron en 1 mL de TRI reagent. Se incubaron las muestras a temperatura 

ambiente durante 5 minutos. A continuación, se añadieron 0,2 mL  de cloroformo y se agitaron los 

tubos durante 15 segundos. Se incubaron de nuevo a temperatura ambiente durante 2-3 minutos, y 

se centrifugaron a 12.000 x g  durante 15 minutos a 4ºC. Tras la centrifugación, la fase acuosa 

superior se transfirió a un tubo limpio y se añadieron 0,5 mL  de isopropanol, incubándose a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. Se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 minutos a 4ºC 

para precipitar el ARN. El ARN se sometió a un lavado con 1 mL  de etanol al 75% y se volvió a 

centrifugar a 7.500 x g durante 5 minutos a 4ºC. Se dejó secar el precipitado y se resuspendió en 

tampón TE (ver 4.3). Para facilitar la dilución del ARN en el tampón TE, se incubó la mezcla 10 

minutos a 55 ºC. 

La concentración de ARN se calculó midiendo la absorbancia a 260 nm en el espectrofómetro 

Nanodrop1000 “Thermo Scientific”. La integridad del ARN se comprobó corriendo 1 µg de ARN en 

un gel de agarosa al 1%.  

                                        

500 pb

3000 pb

1000 pb

 

Figura II-3: Imagen de las bandas de ARN tras una electroforesis en gel de agarosa.  

 

4.16 SÍNTESIS DE ADN COPIA (ADNc) Ó RETROTRANSCRIPCIÓN 

 

Se realizó a partir del ARN total obtenido tal y como se describe anteriormente (ver 5.15). La reacción 

se llevó a cabo del siguiente modo: a la cantidad de ARN a transcribir (5 µg) se le añadieron 2 μL de 

oligo-dT (0,25 µg/µL) y se llevó a un volumen final de 11 μL con agua ultrapura. Se incubó a 65 ºC 

durante 5 minutos y se enfrió en hielo. A continuación, siguiendo las instrucciones del fabricante, se 

añadieron: 4 μL del tampón de reacción comercial de la retrotranscriptasa, 2 μL de dNTPs 10 mM, 0,5 

μL del inhibidor de ribonucleasa (20U), y 2 µL de DTT. Se incubó la mezcla a 42ºC durante 5 minutos, 

y finalmente se añadió 200U (1µL) de la retrotranscriptasa (SuperScript® II Reverse Transcriptase). 
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Se dejó transcurrir la reacción durante 50 minutos a 37ºC, y se paró calentando la mezcla a 70ºC 

durante 10 minutos. 

4.17 PCR CUANTITATIVA O A TIEMPO REAL (qPCR) 

 

La PCR cuantitativa o a tiempo real es una técnica que combina la amplificación y la detección 

en un único paso. Así, permite reunir datos al mismo tiempo que ocurre el proceso de PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa), lo cual supone una ventaja frente a la PCR convencional.  

La cuantificación de la expresión génica se consigue mediante el uso de distintos compuestos 

fluorescentes, que permiten correlacionar la intensidad de la fluorescencia con la concentración 

del producto final obtenido en la reacción de amplificación del ADN (revisado en Wong and 

Medrano, 2005). El parámetro que caracteriza las reacciones de RT-qPCR es el denominado 

Ciclo Umbral o Ct  (del inglés “cycle threshold”), que se define como el punto en el tiempo (el 

ciclo de PCR) donde se detecta por primera vez la amplificación de una diana específica. 

 

En este trabajo, esta técnica se realizó a partir de ADNc procedente de la línea celular K562 

(obtenido mediante retrotranscripción del ARN, tal y como se describe anteriormente. Ver 5.16), 

con el objetivo de analizar el patrón de expresión de la familia NADPH oxidasa en estas células. 

Este análisis fue realizado por el método de la curva estándar. Se partió de una cantidad inicial 

de ADNc de 200 ng y se realizaron diluciónes seriadas (con factor de dilución 1:5) hasta obtener 

cinco concentraciones distintas de este ADNc molde: 200 ng, 40 ng, 8 ng, 1,6 ng y 0,32 ng.   

La mezcla de reacción se realizó para un volumen final de 10 µL, y contenía: 0,1 µL de cada 

oligonucleótido (sentido y antisentido) diseñado frente a cada NADPH oxidasa a 10 µM; 6 µL de 

PCR Master MIX (“Power SYBR® Green”, que contiene ampliTaq Gold DNA polimerasa LD, 

dNTPs, y SYBR® Green I dye); 2 µL de la dilución de ADNc muestra (100 ng/µL; 20 ng/µL;          

4 ng/µL; 0,8 ng/µL ó 0,16 ng/µL) y 1,8 µL de agua ultrapura estéril. Todas las reacciones se 

hicieron por duplicado y con un control negativo de la muestra (H2O en lugar de ADNc).  

El método de reacción queda reflejado en la figura II-4. Consistió en tres fases: 

I. La primera fase conlleva un aumento progresivo de la temperatura, necesario para 

conseguir la temperatura requerida para el inicio de la fase 2 (95ºC). En esta primera 

fase comenzará a unirse la polimerasa (la Taq polimerasa es una enzima 

termoestable) al ADN molde. Tiene una duración de 10 minutos. 
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II. La segunda fase es en la que tiene lugar la reacción en cadena de la polimerasa. Son 

40 ciclos de temperatura consecutivos, basados en 2 etapas: una primera etapa de 

desnaturalización de la doble hebra de ADN a 95ºC durante 15 segundos, y una 

segunda etapa de unión o anillamiento de los oligonucleótidos al molde durante 31 

segundos a la temperatura de unión óptima para cada pareja de oligonucleótidos 

(tabla II-2) 

III. La tercera fase genera la curva de desnaturalización de la reacción (en inglés “Melt 

curve”), indicando la temperatura a la que la doble hebra se separa. Sirve para 

comprobar si han tenido lugar amplificiaciones inespecíficas. 

 

                

 

Figura II-4: Método de la reacción de RT-qPCR. Imagen obtenida del software asociado al termociclador 
donde se especifican los parámetros temporales y de temperatura correspondientes a cada fase de PCR. 
 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos para cada una de las isoformas NADPH oxidasa 

mediante el paquete informático DNA Star. Se utilizó como control interno (“housekeeping”) para 

las reacciones la amplificación de la β-actina. Las secuencias de los oligonucleótidos se 

encuentran especificadas en la tabla II-2. 
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Tabla II-2: Secuencias y temperaturas de anillamiento de los oligonucleótidos empleados en la 
reacción de RT-qPCR. 

 

Oligo sentido Oligo antisentido Tª unión Amplicón

Nox1 CTGTAGGCGCCCTAAGTTTG AAACCGGAGGATCCTTTCAC 58ºC 97 pb

Nox2 ATGCAGGAAAGGAACAATGC GTGCACAGCAAAGTGATTGG 60ºC 90 pb

Nox3 ACAAATGCAGTGAGGCACAG CCGTGTTTCCAGGGAGAGTA 58ºC 119 pb

Nox4 TGCAGAGATATCCAGTCCTTCC TCCCATCTGTTTGACTGAGG 58ºC 124 pb

Nox5 GCCTGCTGACTAAACTGGAGA TGGCCTTCATGTCATTCTTG 56ºC 111 pb

Duox1 CTGACCCACCACCTCTACATC CAGGAAGAAGATGTGGAAACG 60ºC 96 pb

Duox2 TGAGAATGGCTTCCTCTCCA TCCCGGAACATAGACTCCAC 58ºC 120 pb

β-actina GATCTGGCACCACTCCTTCTACAAT GCCACATAGCACAGCTTCTCCTTGA 54ºC 438 pb  

 

Todas las parejas de oligonucleótidos utilizadas fueron validadas previamente en nuestro 

laboratorio con muestras de células que expresaban las distintas isoformas de la familia NADPH 

oxidasa, comprobando así la especificidad de cada pareja de oligonucleótidos por su diana. 

 

4.18 SILENCIAMIENTO DE NADPH OXIDASAS MEDIANTE ARN DE 

INTERFERENCIA. 

 

4.18.1 Diseño las parejas de oligonucleótidos para el silenciamiento. 

Se diseñó una pareja de oligonucleótidos frente a cada NOX expresada en la línea K562 

(NOX2, NOX5 y DUOX2) empleando la ayuda para el diseño de las secuencias de la página web 

de Dharmacon RNA technologies y los criterios de diseño racional de ARNs de interferencia 

(Reynolds et al., 2004). Estos criterios son los siguientes:  

 

1. Contenido en GC: 30-52%. 

2. Al menos 3 A/U en posiciones 15-19.  

3. Ausencia de repeticiones internas. 

4. A en posición 19. 

5. A en posición 3. 

6. U en posición 10. 

7. No G/C en posición 19. 

8. No G en posición 13. 
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Como control del silenciamiento se utilizó la secuencia de 19 nucleótidos descrita por Ohtsuka et al. 

(Ohtsuka, 2004) frente la Luciferasa de luciérnaga, que denominaremos LUC. Las secuencias de 

los distintos oligonucleótidos de ARN de interferencia (siRNA) se encuentran descritas en la tabla II-

3. 

 

Tabla II- 3 : Secuencias de los oligonucleótidos de ARN de interferencia (siRNA). 

 
5'   -------------------------------------------------------------------------------------------------------  3' 

 

Luciferasa 

cgcgtCTGACGCGGAATACTTCGAttcaagagaTCGAAGTATTCCGCGTCAGtttttggaaat Oligo sentido 

cgatttccaaaaaCTGACGCGGAATACTTCGAtctcttgaaTCGAAGTATTCCGCGTCAGa 
Oligo 
antisentido 

NOX2 
(127/128) 

cgcgtGCTATGAGGTGGTGATGTTttcaagagaAACATCACCACCTCATAGCtttttggaaat Oligo sentido 

cgatttccaaaaaGCTATGAGGTGGTGATGTTtctcttgaaAACATCACCACCTCATAGCa 
Oligo 
antisentido 

NOX5 
(193/194) 

cgcgtTGACTAAACTGGAGATGGAttcaagagaTCCATCTCCAGTTTAGTCAtttttggaaat Oligo sentido 

cgatttccaaaaaTGACTAAACTGGAGATGGAtctcttgaaTCCATCTCCAGTTTAGTCAa 
Oligo 
antisentido 

DUOX2 
(197/198) 

cgcgtACAAGAAGCTACAAAAGAAttcaagagaTTCTTTTGTAGCTTCTTGTtttttggaaat Oligo sentido 

cgatttccaaaaaACAAGAAGCTACAAAAGAAtctcttgaaTTCTTTTGTAGCTTCTTGTa 
Oligo 
antisentido 

 

 

4.18.2 Clonaje de los siRNA en el plásmido lentiviral pLVTHM. 

 

Los oligonucleótidos diseñados se clonaron en todos los casos en el plásmido lentiviral pLVTHM, 

amablemente cedido por el Dr. Didier Trono (Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, 

Lausanne, Suiza). Este plásmido es un vector de transferencia de segunda generación cuya 

estructura consta de diferentes secuencias que permiten llevar a cabo silenciamientos altamente 

específicos y estables (figura II.5), como las siguientes: 

 

 H1: Promotor de la histona H1. Va a ser el que dirija la expresión de los shRNA. 

 EF1α: Promotor de elongación factor 1α. Se usa para la expresión de un gen marcador, 

como por ejemplo, GFP. 

 GFP: Proteína verde fluorescente. Sirve de marcador de las células infectadas. 

 WPRE: Aumenta la expresión de los shRNA. 
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 Amp R: Gen de resistencia a la Ampicilina. Sirve para seleccionar los clones bacterianos 

con el vector de transfección. 

                            

 
                    Figura II-5. Mapa de la estructura del plásmido lentiviral pLVTHM. Tomado de addgene. 
 

El procedimiento por el cual se llevó a cabo el clonaje de los siRNAs en pLVTHM fue el siguiente: 

A. Preparación de los oligonucleótidos. 

Una vez diseñados y obtenidos, los oligonucleótidos de interferencia se prepararon 

sometiéndolos a un proceso de anillamiento por calentamiento hasta 95ºC durante 4 minutos, y 

enfriamiento lento y progresivo. Para ello, se pipeteó 1µL de oligo sentido y antisentido 

(previamente resuspendidos en agua ultrapura a una concentración de 3 mg/mL ) junto a 48µL 

de tampón de anillamiento, y se calentaron en un recipiente hermético hasta los 95ºC durante 4 

minutos. Tras esto se apagó la placa calefactora y se dejó enfriar progresivamente la mezcla 

durante toda una mañana. Cuando la mezcla se encontró a 37ºC, se sacó del recipiente 

hermético y se incubo 5 minutos a temperatura ambiente, y otros 5 minutos en hielo. 
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Seguidamente se realizó una fosforilación de sus extremos por la enzima T4 

Polinucleótido Kinasa (T4 PNK), siguiendo las especificaciones de la casa comercial: se 

pipetearon 2 µL de oligonucleótidos anillados, 1 µL del tampón de la enzima T4 PNK, 1 µL de 

ATP 10 mM, 1 µL de la enzima T4 PNK (10 U) y 5 µL de agua estéril libre de nucleasas. La 

mezcla resultante se incubó a 37ºC durante 30 minutos, luego a 70ºC 10 minutos con el fin de 

inactivar la enzima, y finalmente se puso 5 minutos en hielo. 

B. Preparación del plásmido  

La preparación del vector se llevó a cabo por digestión del mismo con MluI/ClaI, ya que al 

anillarse los oligonucleótidos diseñados dejan extremos de este tipo. Se llevaron a cabo 

digestiones simples, primero con MluI y luego con ClaI, en las condiciones aconsejadas por la 

casa comercial, y tras éstas se desfosforiló el vector mediante la reacción catalizada por una 

fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP, de Takara). Para la reacción, a los 30 µL de 

plásmido digerido obtenidos se les añadió 5 µL del tampón de reacción de la enzima, 1 µL de la 

enzima CIAP, y se llevó hasta 50 µL finales con agua ultrapura. La mezcla se incubó a 37ºC 

durante 15 minutos, y luego otros 10 minutos a 75ºC, para inactivar la enzima. La 

desfosforilación es un tratamiento importante ya que dificulta que el vector se pueda religar y por 

lo tanto favorece la posterior ligación de los oligonucleótidos en el mismo.  

El ADN fue purificado tras cada reacción mediante un proceso de fenolización. Este 

proceso permite eliminar las proteínas que tenemos con nuestro ADN, y además bloquea la 

reacción de digestión por medio de la desnaturalización de las enzimas, para así disponer del 

ADN purificado. En el proceso, a las muestras se les añadió el mismo volumen de F/C/I (fenol-

cloroformo estabilizado con alcohol isoamílico) que el preexistente de la muestra, se agitaron en 

vortex y se centrifugaron durante 2 minutos a 13.000 rpm. Recuperamos la fase acuosa en un 

tubo limpio y repetimos la extracción, esta vez centrifugando durante 5 minutos. Volvimos a 

recuperar la fase acuosa y le añadimos 2,5 volúmenes de etanol 100%, 0,1 volúmenes de 

acetato sódico 3 M a pH 5,2, y 2 L de glucógeno 20 mg/mL  (para poder visualizar 

posteriormente el precipitado). Lo mezclamos bien y lo depositamos a –20ºC entre 30 minutos y 

24 horas. Tras ese tiempo centrifugamos la muestra durante 15 minutos a 4ºC y 13.000 rpm. Nos 

deshacemos del sobrenadante y al precipitado le añadimos 200 L de etanol 75% para lavarlo, 

volviendo a centrifugar 10 minutos. Retiramos el sobrenadante de nuevo y dejamos secar el 

precipitado antes de resuspenderlo en agua ultrapura, para su posterior utilización en otras 

reacciones. 
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C. Ligación en pLVTHM. 

              Para llevar a cabo la ligación de los oligonucleótidos en el plásmido se tomaron 2 µL de los 

oligonucleótidos anillados y fosforilados y se pusieron en un tubo eppendorf junto con 1 µL del 

tampón de la ligasa, 1 µL de pLVTHM preparado (digerido y desfosforilado), un 1 µL de T4 DNA 

ligasa y 5 µL de agua ultrapura estéril. La mezcla de ligación resultante se incubó a 16ºC durante 

toda la noche.  

 

4.18.3 Transformación de bacterias mediante choque térmico. 

Se utilizaron bacterias E. coli DH5α, proporcionadas por los técnicos de nuestro Departamento 

de Bioquímica y Biología Molecular obtenidas según el protocolo de Inoue et al. (Inoue et al., 

1990).  

Las bacterias competentes se descongelaron en hielo utilizándose una alícuota de 100 µL para 

cada transformación. Se añadió la mezcla de ligación y se incubó en hielo durante 25 minutos, para 

después someter a las bacterias al choque térmico durante 1 minuto a 42ºC. Se depositaron 

nuevamente en hielo durante 2 minutos y se pasaron a un tubo estéril con 1 mL  de medio LB, 

incubándolas 1 hora a 37ºC con agitación suave (100 rpm). Tras la incubación, las bacterias se 

centrifugaron a 16.000 xg durante un minuto y se retiró todo el medio excepto unos 200 µL para 

resuspenderlas y depositarlas en placas con medio LB + ampicilina, creciéndolas durante toda la 

noche a 37ºC. 

 

4.18.4 Comprobación de los clones. 

 

Se pusieron 3 mL de LB + ampicilina (0,1 mg/mL) en tubos estériles y en cada tubo se inoculó una 

colonia procedente de la placa que se incubó con las bacterias transformadas. Los tubos se 

incubaron a 37ºC en agitación (200 rpm) hasta el día siguiente. Se pasaron los cultivos a tubos tipo 

eppendorf y se centrifugaron a máxima velocidad  durante 30 segundos. Se retiró el sobrenadante y 

sobre el sedimento bacteriano se añadieron 200 L de tampón STET y 50 L de lisozima 5 mg/mL . 

Se resuspendieron los sedimentos  por raspado contra la gradilla y se dejaron incubar las bacterias 

durante 2 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, hervimos las muestras durante un 

minuto y las dejamos en hielo 5 minutos. Centrifugamos 5 minutos a velocidad máxima y se 

retiraron los precipitados con un palillo estéril. A continuación, añadimos 250 L de isopropanol a 
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los sobrenadantes, mezclándolos y manteniéndolo en hielo durante 5 minutos. Se centrifugaron de 

nuevo durante 15 minutos a velocidad máxima y se retiraron los sobrenadantes vigilando el 

precipitado, donde se encuentra el ADN plasmídico. Después los dejamos secar y los 

resuspendimos en 50 L de TE + 0,5 L de RNAasa 20 mg/mL. Las muestras fueron entonces 

incubadas durante 30 minutos a 37ºC para permitir a la RNAasa degradar el ARN que quedaba en 

la muestra y recuperar el ADN de los clones. 

1. Comprobación mediante el análisis del patrón de restricción. 

El ADN plasmídico resultante fue comprobado mediante doble digestión con las endonucleasas de 

restricción EcoRI y ClaI, de tal forma que los clones positivos tenían un tamaño de inserto de 301 

pb, frente al vector vacío, que liberaba con esta digestión un fragmento de tan sólo 236 pb. Para 

poder discriminar ambas bandas en un gel de agarosa, éste se preparó a una concentración de 

1,5% (p/v) de agarosa, lo cual favorece la separación de las bandas de menor tamaño en una 

muestra.  
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Figura IV-6. Productos de la digestión del ADN plasmídico obtenido de los clones con las enzimas de 
restricción EcoRI y ClaI. Se comprobó que los clones portaban el inserto comparándolos con el plásmido 
pLVTHM vacío (control -). 

2. Comprobación mediante PCR convencional. 

Los plásmidos obtenidos también fueron comprobados por medio de reacción de PCR, en la que se 

utilizaron cebadores dirigidos a reconocer zonas adyacentes al punto de inserto de nuestros 

oligonucleótidos de RNAi en el plásmido, de manera que se amplificase esta zona de forma 

específica.  

La mezcla de reacción de las PCR se hizo para un volumen final de 15 µL, y contenía: 1,5 µL del 

tampón de reacción comercial de la Taq DNA polimerasa (que contenía el Mg2+), 0,3 µL de dNTPs 
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10 mM, 0,6 µL de cada oligonucleótido a 10 µM, 1 µL del ADN plasmídico obtenido, 0,4 µL (0,4U) 

de Taq DNA polimerasa y 10,6 µL de agua ultrapura estéril. 

Las secuencias de los cebadores fueron: oligo sentido: CGCTATGTGTTCTGGGAAATC, y 

antisentido: GGTCTAACCAGAGAGACC.  

Las reacciones se sometieron a 35 ciclos de temperatura basados en tres etapas: una inicial de 

desnaturalización a 95ºC durante 1 minuto, una de anillamiento de los oligonucleótidos a 55 ºC 

durante 1 minuto, y una final de amplificación a 72ºC durante 45 segundos.                                   

2.1. Electroforesis en gel de agarosa 

Los productos de PCR obtenidos fueron comprobados por medio de electroforesis en gel de 

agarosa. Esta técnica consiste en separar los fragmentos de ADN de una muestra en función de su 

tamaño, gracias al paso de una corriente eléctrica. Para la preparación de los geles se realizó una 

disolución de agarosa al 1,5% en TAE. Una vez disuelta la agarosa se añadieron 3 µL de bromuro 

de etidio (10 mg/mL ) por cada 50 mL  de gel y se dejó solidificar a temperatura ambiente. Una vez 

preparado el gel se le colocó en la posición adecuada de la cubeta y se cargaron las muestras de 

ADN obtenidas por PCR mezcladas con tampón de carga. La electroforesis se realizó a 100V, 

usando el tampón TAE como tampón de electroforesis (véase 4.3).  
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Figura II-7. Comprobación de los plásmidos obtenidos de los clones mediante PCR convencional.  

Los clones positivos presentaban una banda de amplificación de 232 pb, mientras que el control 

negativo con el vector vacío presentaba bandas de amplificación de tamaño inferior, de 185 pb 

(figura II-7). 
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4.18.5 Amplificación de las construcciones 

Una vez comprobamos que los clones que teníamos eran positivos, los guardamos a -80ºC 

en glicerol al 50% (v/v) con el fin de mantenerlos en stock indefinidamente. 

Así, posteriormente sacamos del stock de bacterias a -80ºC los clones deseados haciendo 

una estría en placa para crecerlos y obtener cantidad suficiente de las construcciones para poder 

transfectar las células HEK 293T. Así, lo que hicimos fue picar una colonia de la estría 

correspondiente a cada clon y ponerla a crecer en 15 mL  LB+Amp a 30ºC con agitación hasta el 

día siguiente, comprobando como el medio de cultivo se enturbiaba. A la mañana siguiente  los 

cultivos bacterianos se precipitaron centrifugando 1 minuto a velocidad máxima (17.000 xg) y el 

ADN plasmídico de cada una de las construcciones se purificó utilizando el sistema PureLink® 

Quick Plasmid Miniprep de Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido 

mediante este sistema se encontraba en cantidad suficiente y tenía la calidad necesaria para poder 

llevar a cabo la transfección de las células HEK 293T.  

4.18.6 Transfección de las células HEK 293T. 

 

Para la producción de lentivirus se necesitan tres componentes básicos: 

- Un vector lentiviral (pLVTHM), que contiene el shRNA  

- Un vector empaquetador del virus (pSPAX2) 

- Un vector de la envoltura vírica (pMD2G) 

 

Las partículas virales con las construcciones creadas se produjeron por medio de un protocolo 

de transfección con polietilenimina lineal (PEI) descrito anteriormente (Torres-Torronteras, 2011). 

Se cultivaron células HEK 293T en placas de 60 mm2, en un volumen de 9,6 mL de DMEM 

completo (10%FBS/Gln/PS), y a una confluencia del 80%.  

 

Se preparó una mezcla de transfección para cada construcción: 1,2 mL  de NaCl 150 mM, 15 µg 

de plásmido pSPAX2, 10 µg de plásmido pMD2G, 20 µg del vector pLVTHM con la secuencia de 

interferencia, y 60 µL de PEI 1 mg/mL  (previamente calentado a 37ºC). La mezcla se incuba 20 

minutos a temperatura ambiente, y se añade al medio de las células HEK 293T, con cuidado de 

no levantarlas. A las 24 horas el medio de cultivo de las células fue retirado y renovado. A las 48 

y 72 horas post-transfección fue recogido el sobrenadante con los virus, y guardado a 4ºC, 

obteniendo así unos 30 mL  finales de medio con presencia de lentivirus. Posteriormente, los 
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virus fueron concentrados por medio de ultracentrifugación a 50.000 xg y 16ºC durante 2 horas 

en un rotor oscilante SW 28. Se retiró el sobrenadante y los virus se resuspendieron en 200 µL 

de medio RPMI (1% FBS/Gln/PS), siendo necesario mantenerlos a 4ºC durante 

aproximadamente 4 horas para que el sobrenadante vírico se despegue. Se separaron 4µL de 

lentivirus para proceder a su titulación y el volumen restante se alicuotó y se congeló a – 80 ºC.  

 

                             

Figura II-8: Fotografías representativas de células HEK 293T. Las imágenes fueron tomadas con un 
microscopio de fluorescencia 48 horas después de la transfección de las células HEK 293T. 
 

4.18.7 Transduccion lentiviral de la línea celular K562 con el ARN de interferencia 

(iRNA) 

 

Durante la noche previa a su transducción,  las células K562 se cultivaron a una concentración 

de 3x105 células /mL  en medio RPMI con bajo porcentaje de suero (1%FBS) para bloquear su 

proliferación, ya que se ha comprobado que en estas condiciones la transducción es más 

efectiva. Posteriormente se añadió a todas las células ciprofloxacino (0,02 mg/mL ) y se 

descongelaron los lentivirus. Se estableció para la transducción una MOI de 15 virus por célula, 

mezclando así 150 µL de lentivirus con la cantidad de células K562 correspondiente, 

previamente calculada a partir de la titulación obtenida para cada transfección en las células 

HEK 293T (ver 5.12.6). Se añadió también polibreno (8 ng/mL) para favorecer la fusión. La 

mezcla lentivirus-células se dispuso  en placas de 96 pocillos (200 µL/pocillo), y se centrifugó 

durante 90 minutos, a 30ºC, con una velocidad de 1000 xg. Finalmente se incubó la placa 

durante toda la noche a 37ºC, y al día siguiente se retiraron los virus y se lavaron las células 

para su cultivo habitual. 

 

Para comprobar la efectividad de las transducciones analizamos las células a las 72 horas en 

microscopio de luz ultravioleta, para observar aquellas que se vean verdes debido a la expresión 

de la proteína GFP, y que por tanto serán las que hayan sido transducidas (Figura II-9) Además, 
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también realizamos el análisis por medio de citometría, ya que esta proteína puede detectarse 

directamente a través del canal FL1 (verde) del citómetro FACSCalibur, sin necesidad de utilizar 

ningún tipo de marcador adicional para su análisis (Figura II-9) 
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Figura II-9: Comprobación de la efectividad de la transducción de las células K562. En el panel 
superior se muestran las células verdes (GFP+) fotografiadas 72 horas después de la transducción con un 
microscopio de fluorescencia. En el panel inferior se muestra el análisis mediante citometría de la 
efectividad de la transducción, reflejando el porcentaje de células GFP+. 

 

4.18.8 Comprobación del silenciamiento de la expresión de las NADPH oxidasas 

 

Con el objetivo de confirmar que los vectores lentivirales con el ARN de interferencia  (RNAi)  

están realmente reduciendo  los niveles del ARN mensajero (mRNA), y con ello silenciando la 

expresión de las diferentes NADPH oxidasas presentes en las células K562, realizamos un 

nuevo análisis por medio de RT-qPCR. En esta ocasión utilizamos el método del ΔΔCt 

(Schmittgen and Livak, 2008), comparando los ciclos umbral de amplificación de las células 
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NADPH oxidasas RNAi respecto al de las células control Luciferasa RNAi, y así calcular su 

expresión de mRNA relativa. Se analizó simultáneamente como control interno el mRNA de la 

actina en estas células. Se usaron los mismos oligonucleótidos y condiciones de reacción que 

para analizar el patrón de expresión de las células K562  (ver tabla IV-3), partiendo en todos los 

casos de 100 ng de ADNc.  

 

4.19 SILENCIAMIENTO DE LA PROTEÍNA REGULADORA p22phox Y DE LA PTP 

SHP1 MEDIANTE ARN DE INTERFERENCIA. 

 

El silenciamiento de estas dos proteínas fue realizado previamente a  este estudio en nuestro 

laboratorio. La metodología utilizada fue la misma que para el silenciamiento de las NADPH 

oxidasas descrito en el punto 5.18. Los oligonucleótidos de interferencia utilizados frente a la 

proteína citoplasmática p22phox se encuentran descritos en Sardina et al., 2010. Los utilizados 

para interferir el ARN de la proteína tirosina fosfatasa SHP1 fueron los siguientes:  

Oligo sentido: 

gatccccGCAGGAGGTGAAGAACTTGttcaagagaCAAGTTCTTCACCTCCTGCtttttggaaa 

Oligo antisentido: 

agcttttccaaaaaGCAGGAGGTGAAGAACTTGtctcttgaaCAAGTTCTTCACCTCCTGCggg 

 

4.20    ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos son expresados como la media ± error estándar (ESM). Los análisis estadísticos se 

llevaron a cabo mediante la prueba Student’s t-test analizando previamente la varianza entre las 

muestras mediate la prueba F, utilizando la herramienta de análisis de datos del Excel. Para los 

modelos animales, las diferencias se analizaron con la prueba U de Mann Whitney, utilizando el 

programa IBM SPSS Statistics 21. Se consideraron diferencias estadísticamente significativas 

cuando p < 0,05. 

El cálculo del Coeficiente de interacción (CI) entre las diferentes combinaciones de drogas 

usadas se llevó a cabo mediante el algoritmo de Chou-Talalay (Chou, 2006; Chou and Talalay, 

1984) usando el programa Calcusyn Biosoft.  
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1. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS LEUCÉMICAS. 

Como hemos citado en la introducción de este trabajo, el estudio en la última década de la 

familia de proteínas NADPH oxidasa, ha revelado su implicación en la transformación y 

progresión de distintos tipos de células cancerosas (revisado en Hayes and Knaus, 2013 y en 

Meitzler et al., 2013). Por esto, el comienzo de nuestro estudio se dirigio a determinar la 

importancia de estas enzimas en la proliferación de las células leucémicas mediante la 

utilización de distintos inhibidores de la actividad NADPH oxidasa. 

1.1. El tratamiento con inhibidores de la actividad NADPH oxidasa inhibe el 

crecimiento de la línea celular leucémica K562. 

La línea celular K562 deriva de un paciente con Leucemia mieloide crónica (LMC), por lo que 

expresa constitutivamente el gen BCR-ABL, haciendo de ella un modelo útil y apropiado para 

el estudio de esta enfermedad. Para comprobar si la capacidad de crecimiento de estas 

células depende de la actividad NOX, las tratamos en primer lugar con DPI (Difenilen 

iodonium, esquema IV-1A), inhibidor comúnmente utilizado en investigación para inhibir las 

enzimas NADPH oxidasas (Burek and Rose, 2008; Don and Cheng, 2013; Doroshow et al., 

2013). Observamos como la proliferación sufre una inhibición significativa de manera dosis-

dependiente (Figura 1A), quedando reducida incluso a concentraciones bajas de DPI, lo que 

sugiere que la actividad de estos complejos enzimáticos es necesaria para el crecimiento de 

las células K562. La dosis media (Dm) calculada para el DPI era 0,25 µM. Sin embargo, a 

pesar de que el DPI es el compuesto más utilizado para inhibir NADPH oxidasas, no es un 

inhibidor totalmente específico (revisado en Aldieri et al., 2008). Se conoce que a 

concentraciones más altas es capaz de inhibir también flavoproteínas de la cadena 

respiratoria mitocondrial (Gatley and Sherratt, 1976). No obstante, en nuestro estudio 

utililizamos este inhibidor a bajas concentraciones. 

           

Esquema IV-1. Estructura de los inhibidores 
de NADPH oxidasas DPI (A) y Apocinina (B). 

Tomado de Aldieri et al., 2008. 

 

A) B)
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Para confirmar que el efecto observado sobre proliferación era debido a la inhibición 

específica de NADPH oxidasas, tratamos las células con un segundo inhibidor denominado 

apocinina o acetovanilona (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona, esquema IV-1B) compuesto que 

se extrae de extractos de la raíz de la planta Picrorhiza kurroa, que crece en el Himalaya. Su 

efecto inhibitorio sobre la actividad NOX se debe a que bloquea la migracion a la membrana 

de p47phox y p67phox (Stolk et al., 1994), impidiendo por tanto la formación del complejo 

enzimático NOX2.  Aunque según esto la apocinina sería un inhibidor específico de NOX2, 

existen algunos trabajos que demuestran que también es capaz de inhibir otras NOX, como 

por ejemplo NOX4 (Rossary et al., 2007; Serrander et al., 2007), o NOX5 (Fu et al., 2006). 
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FIGURA IV-1. La inhibición de la actividad NADPH oxidasa dificulta el crecimiento de células 
K562. Las células K562 se cultivaron a una densidad de 2x10

5
 células/ml en presencia o ausencia de 

diferentes concentraciones de DPI (A), apocinina (B) o inhibidor de RAC1 (C). La tasa de proliferación 
se analizó 48h después por el ensayo del MTT. Los resultados están representados como la media ± 
ESM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 refleja diferencias significativas respecto a células control no 
tratadas.   
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El tratamiento de las K562 con distintas concentraciones de apocinina provocaba de nuevo 

una disminución significativa de la proliferación celular (Figura 1B), obteniendo una Dm de 

este inhibidor de 554 µM. 

Del mismo modo que sucedía con el DPI, la apocinina es capaz de inhibir además otras 

actividades enzimáticas, como por ejemplo, la del citocromo P450 (Pietersma et al., 1998), 

por lo que decidimos probar el efecto de un tercer compuesto. Escogimos el inhibidor de la 

GTPasa Rac1 (NSC23766), ya que los complejos NADPH oxidasas NOX1 y NOX2 dependen 

de esta proteína para su ensamblaje (revisado en Bedard and Krause, 2007), y por tanto para 

su activación. Los resultados mostraban nuevamente una inhibición significativa de la 

proliferación de las células (Figura 1C), con una Dm = 40,1 µM. 

De todos los inhibidores de la actividad NADPH oxidasa utilizados, el DPI mostraba una Dosis 

media menor que el resto, y por tanto, un mayor efecto sobre proliferación con 

concentraciones menores que la apocinina o el inhibidor de RAC1.  

Si bien estos tres inhibidores no son totalmente específicos, su diana común son las NADPH 

oxidasas. Por tanto, la obtencion de un efecto semejante al tratar las células con cualquiera 

de ellos sugiere que el descenso significativo observado sobre proliferación es efectivamente 

debido a la inhibición específica de la actividad NOX. 

Así, los resultados indican que el crecimiento de las células K562 es dependiente de la 

actividad NADPH oxidasa. 

1.2. El tratamiento con inhibidores de la actividad NADPH oxidasa inhibe el 

crecimiento de las células mononucleadas de médula osea de pacientes 

con leucemia mieloide crónica. 

Una vez comprobado que la familia NADPH oxidasa es necesaria para el crecimiento de las 

células K562, y teniendo en cuenta que esta línea celular inmortalizada puede haber sufrido 

múltiples mutaciones y modificaciones a lo largo de los años, creímos necesario analizar 

también el efecto de estos inhibidores en células de pacientes. Para ello se aislaron las 

células mononucleadas (CMNs) de muestras de médula osea (MO) procedentes de individuos 

en fase crónica de la enfermedad y recién diagnosticados (es decir, que todavía no habían 

comenzado ningún tratamiento), y se incubaron con DPI (figura 2A ), apocinina (figura 2B) e 

inhibidor de RAC1 (figura 2C). 
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FIGURA IV-2. La inhibición de la actividad NADPH oxidasa dificulta el crecimiento de células 
CMNs de médula osea de pacientes. Las células mononucleadas se cultivaron a una densidad de 
10x10

5
 células/mL en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de DPI (A), apocinina (B) o 

inhibidor de RAC1 (C). La tasa de proliferación se analizó 48h después por el ensayo del MTT. Se 
muestra un experimento representativo de distintos pacientes.  
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A pesar de que los resultados mostraron distinta sensibilidad entre los diferentes pacientes al 

tratar las células con estos tres inhibidores de la actividad NADPH oxidasa, la respuesta fue 

en todos los casos un descenso de la proliferación celular, observándose el mayor efecto 

inhibitorio  en respuesta al DPI. Estos resultados coinciden con los obtenidos en células K562, 

lo que valida los datos adquiridos en esta línea celular. Capto nuestra atención el menor 

efecto que ejerce la apocinina y la Dosis media tan elevada que presenta, tanto en células 

K562 como en células de paciente, respecto a los otros dos inhibidores de la actividad 

NADPH oxidasa utilizados. El autor Vejrazka M. y sus colegas describen un papel dual de la 

apocinina, de manera que puede inhibir la actividad de la oxidasa de fagocitos (NOX2), pero 

también es capaz de estimular la producción de ROS en células no fagocíticas (Vejrazka et 

al., 2005), lo que podría estar enmascarando en gran medida el efecto antiproliferativo en 

nuestras células. 

 Así, podemos afirmar que la actividad de los complejos NADPH oxidasa es necesaria para el 

crecimiento de las células cancerosas en la leucemia mieloide crónica, manifestando que el 

uso de inhibidores de esta familia de proteínas podría ser una alternativa terapeútica para 

esta enfermedad. 

2. EMPLEO DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL 

Como decíamos en la introducción, la leucemia mieloide crónica es una neoplasia 

caracterizada por la presencia del cromosoma Philadelphia (Ph), que resulta de la 

translocacion recíproca entre los cromosomas 9 y 22, lo que da lugar a  la fusion génica BCR-

ABL. La proteína resultante es una quinasa constitutivamente activa cuya actividad provoca el 

crecimiento incontrolado de las células mieloides (Bedi et al., 1994; Steelman et al., 2004). 

Los inhibidores de la quinasa fusogénica, como por ejemplo el imatinib mesylate (STI-571, 

Gleevec) o el nilotinib (AMN107, Tasigna) (esquema IV-2) se utilizan en el tratamiento de esta 

enfermedad con muy buenos resultados en la mayoría de los pacientes (Druker et al., 2006), 

aunque en pacientes con remisiones citogenéticas completas aún se encuentra leucemia 

residual en las células madre primitivas (Bhatia et al., 2003; Bocchia et al., 2008). A pesar de 

conseguir una remision completa, estos tratamientos no son curativos, ya que la suspension 

del tratamiento con Imatinib se ha asociado  con más del 50% de los casos de recurrencia 

estudiados (Cortes et al., 2004; Rousselot et al., 2007), por lo que son tratamientos cronicos 

que el individuo debe mantener de por vida. 
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El imatinib inhibe la actividad tirosina-quinasa de BCR-ABL mediante su unión al bolsillo de 

unión a ATP en el centro catalítico del dominio SH-1 (Src-homology región 1) de ABL, lo que 

previene su activación y la fosforilación de sus proteínas diana (Schindler et al., 2000). 

Aunque esta droga supuso un gran avance en el tratamiento de la LMC, hay gran número de 

casos en los que se generan resistencias, fundamentalmente por alteraciónes en la superficie 

de unión del imatinib a la proteína (Gorre et al., 2001). 

                   

A) B)

 

Esquema IV-2. Estructura de los inhibidores de la oncoquinasa BCR-ABL Imatinib (A) y Nilotinib 

(B). Tomado de Deadman et al., 2012 

El nilotinib pertenece a una segunda generación de inhibidores (esquema IV-2) diseñado 

racionalmente explotando las ventajas estructurales de un bolsillo lipofílico adicional 

adyacente al sitio de unión del ATP, lo que permite que incremente su selectividad por BCR-

ABL, de manera que este compuesto es entre 10 y 50 veces más eficaz  y un potente 

inhibidor de la actividad tirosuna-quinasa de formas mutantes de BCR-ABL resistentes a 

imatinib (Manley et al., 2004; O'Hare et al., 2005; Weisberg et al., 2005). 

Decidimos analizar el efecto de imatinib y nilotinib sobre la proliferación de la línea celular 

K562 y células primarias procedentes de pacientes. Como era de esperar tanto el imatinib 

como el nilotinib inhibían significativamente el crecimiento de las células K562 (Figura IV-3) 

con Dm de 0,14 µM y 3 nM respectivamente. 
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Figura IV-3. Los inhibidores de la oncoquinasa BCR-ABL, imatinib y nilotinib, impiden el 
crecimiento de células K562. Las células K562 se cultivaron a una densidad de 2x10

5
 células/mL en 

presencia o ausencia de diferentes concentraciones de imatinib (A) o nilotinib (B). La tasa de 
proliferación se analizó 48h después por el ensayo del MTT. Los resultados se representan como la 
media ± ESM de 17 experimentos en el caso del imatinib y de 12 en el caso del nilotinib. ***p<0,001 y 
**p<0,01  reflejan diferencias significativas respecto a células control no tratadas.   

En el caso de las células primarias procedentes de los pacientes, la sensibilidad variaba de 

unos individuos a otros. En general, tanto el imatinib (Figura IV-4A) como el nilotinib (Figura 

IV-4B) eran capaces de disminuir ligeramente la proliferación de estas células de pacientes, 

aunque el efecto era menos evidente que en células K562.  
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Figura IV-4. Los inhibidores de la oncoquinasa BCR-ABL, imatinib y nilotinib, impiden el 
crecimiento de células CMNs de médula osea de pacientes. Las células mononucleadas se 
cultivaron a una densidad de 10x10

5
 células/mL en presencia o ausencia de diferentes concentraciones 

de imatinib (A) o Nilotinib (B). La tasa de proliferación se analizó 48h después por el ensayo del MTT. 
Se muestra un experimento representativo de distintos pacientes. 

En conjunto, parece que las células mononucleadas de pacientes son más resistentes al 

tratamiento con estos inhibidores que las líneas celulares, lo que podría estar relacionado con 

la baja acumulación de estas drogas en las células de la médula osea, tal y como se ha 

descrito recientemente (Engler et al., 2010). Hemos de destacar los datos del paciente 4 

(P.4), cuyas células parecen presentar insensibilidad al tratamiento con Imatinib, pero no al 

Nilotinib. Como hemos citado anteriormente, este podría ser un caso de resistencia primaria al 

Imatinib, que se resolvería con el uso de inhibidores de BCR-ABL de segunda generación 

(Nilotinib, dasatinib…) como tratamiento de elección para el paciente. 
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3. COMBINACIÓN DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL CON INHIBIDORES 

DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN LÍNEAS CELULARES DE LEUCEMIA 

MIELOIDE CRÓNICA. 

El uso de altas concentraciones de una droga en el tratamiento de una enfermedad puede 

provocar efectos tóxicoss no deseados en células sanas. Por ello, una estrategia cada vez 

más empleada es combinar la droga de interés con otras moléculas tratando de buscar 

efectos aditivos, o en el mejor de los casos sinérgicos que permitan reducir la concentración 

del fármaco sin comprometer el efecto sobre las células tumorales. Por ello, y debido a los 

resultados que hemos descrito para los inhibidores de la actividad NADPH oxidasa, nos 

propusimos analizar el efecto conjunto de estos agentes con los inhibidores de BCR-ABL.  

3.1. Efecto combinado de la inhibición de NADPH oxidasas y BCR-ABL 

sobre la proliferación de líneas celulares de leucemia mieloide crónica. 

Comenzamos estudiando la proliferación de las células K562 tras someterlas a un tratamiento 

de 48 horas en el que combinábamos un inhibidor de la actividad NOX (DPI, apocinina o 

inhibidor de RAC1) con un inhibidor de la quinasa constitutiva BCR-ABL (imatinib o nilotinib). 

Así, se probaron distintas combinaciónes posibles : imatinib + DPI (Figura IV-5A), nilotinib + 

DPI (Figura IV-5B), imatinib + apocinina (Figura IV-6A), imatinib + iRAC (Figura IV-6B), y 

varias concentraciones diferentes para cada inhibidor.  

Curiosamente, en todos los casos el resultado fue el mismo: el tratamiento combinado 

siempre provocaba un descenso de la proliferación significativamente mayor que el reflejado 

por los tratamientos individuales. 
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Figura IV-5. La combinación del inhibidor de NADPH oxidasas DPI con inhibidores de BCR-ABL 
en células K562 es más efectiva que los tratamientos individuales. Las células K562 se cultivaron 
a una densidad de 2x10

5
 células/mL en presencia de imatinib 0,5 µM (IM), diferentes concentraciones 

de DPI o de la combinación imatinib + DPI (A) y en presencia de nilotinib 10 nM (NILO), diferentes 
concentraciones de DPI o de la combinación nilotinib + DPI (B). La tasa de proliferación se analizó 48h 
después por el ensayo del MTT. Los resultados están representados como la media ± ESM. 
###

p<0,001,  
##

p<0,01, 
#
p<0,05 reflejan diferencias significativas respecto a las células control no 

tratadas. ***p<0,001, *p<0,05  reflejan diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente 
con el inhibidor de BCR-ABL (imatinib(A) o nilotinib(B)), 

+++
p<0,001, reflejan diferencias significativas 

respecto a células tratadas únicamente con DPI.  
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Figura IV-6. La combinación del inhibidor de NADPH oxidasas apocinina o del inhibidor de RAC1 
con inhibidores de BCR-ABL en células K562 es más efectiva que los tratamientos individuales. 
Las células K562 se cultivaron a una densidad de 2x10

5
 células/mL en presencia de imatinib 0,5 µM 

(IM), diferentes concentraciones de apocinina (APO) o de la combinación imatinib + APO (A) y en 
presencia deI imatinib 0,5 µM (IM), diferentes concentraciones del inhibidor de RAC (iRAC) o de la 
combinación imatinib + iRAC (B). La tasa de proliferación se analizó 48h después por el ensayo del 
MTT. Los resultados están representados como la media ± ESM. 

###
p<0,001, 

##
p<0,01,  reflejan 

diferencias significativas respecto a las células control no tratadas. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05  
reflejan diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con Imatinib. 

++
p<0,01,

 +
p<0,05 

reflejan diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con inhibidores de la actividad 
NADPH oxidasa (APO (A) o iRAC (B)).  

. 

A la vista de nuestros resultados anteriores y teniendo en cuenta que la leucemia mieloide 

crónica se caracteriza por un crecimiento incontrolado de células mieloides, decidimos ampliar 
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nuestro análisis y examinar la clonogenicidad de las células K562 tras los distintos 

tratamientos. Los ensayos de clonogenicidad son experimentos que determinan la capacidad 

de las células para llevar a cabo una división “ilimitada”. Se utilizan comúnmente para medir la 

efectividad de un agente sobre la proliferación y supervivencia celular y se basan en la 

facultad de una única célula para crecer y formar una colonia (CFU), considerándose como 

colonia un grupo de al menos 50 células (Franken et al., 2006).  

Así, tras 48 horas con DPI 1 µM, imatinib 0,5 µM, nilotinib 50 nM o la combinación de los 

agentes (IM+DPI o NILO+DPI) se sembraron el mismo número de células de cada tratamiento 

en medio semisólido de metilcelulosa básico (HSC-CFU basic) y se procedió al contaje de 

colonias presentes en la placa al cabo de 7 días. 

El número de CFUs que se formaron con el tratamiento combinado resultó ser 

significativamente menor que con los tratamientos individuales, tanto para la combinación 

imatinib y DPI (Figura IV-7A), como para la combinación nilotinib y DPI (Figura IV-7B), como 

podía observarse a simple vista (Figura IV-7D). 
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Figura IV-7. La capacidad de formación de colonias (CFUs) de las células K562 es fuertemente 
inhibida por la combinación de inhibidores de NADPH oxidasas con inhibidores de BCR-ABL. 
Las células K562 se cultivaron a una densidad de 2x10

5
 células/mL en presencia de imatinib 0,5 µM 

(IM), DPI 1 µM o la combinación NILO+DPI (A); en presencia de Nilotinib 50 nM (NILO), DPI 1 µM o la 
combinación NILO+DPI (B) y en presencia de DPI 5 µM (C). A las 48 horas se retiraron los fármacos y 
se sembraron 1000 células de cada condición en medio semisólido de metilcelulosa y se contó el 
número de unidades formadoras de colonias (CFUs) 7 días después mediante microscopía. Los 
resultados están representados como la media ± ESM (A,B y C). 

###
p<0,001, 

#
p<0,05,  reflejan 

diferencias significativas respecto a las células control no tratadas. **p<0,01, refleja diferencias 
significativas respecto a células tratadas únicamente con Imatinib. 

+
p<0,05,

 
refleja diferencias 

significativas respecto a células tratadas únicamente con DPI. 

Si bien la combinación imatinib 0,5 µM + DPI 1 µM resultaba tener un efecto 

significativamente mayor que los tratamientos individuales, observábamos como el DPI por sí 

solo parecía no mostrar un efecto significativo, por lo que quisimos comprobar si era debido a 

la dosis aplicada a las células o a que este inhibidor realmente no afectaba a la capacidad de 

formación de colonias de las células K562. Así, encontramos como al aumentar la 
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concentración de DPI a 5 µM sí se producía una disminución significativa del número de 

CFUs presentes (Figura IV-6C). La morfología de las colonias observadas en estos 

experimentos indicaba que se trataban mayoritariamente de CFU-GM (unidades formadoras 

de colonias de granulocitos-macrofagos) y de CFU-G (unidades formadoras de colonias de 

granulocitos), y solamente se pudo apreciar alguna colonia CFU-M (unidades formadoras de 

colonias de macrofagos). Estos tipos se corresponden con lo esperado para la leucemia 

mieloide crónica, ya que recordemos que se caracteriza por la alta presencia de leucocitos 

mieloides, principalmente granulocitos. En la figura IV-8 se muestran algunos ejemplos de 

colonias observadas durante el contaje. 

CFU-G

CFU-GM

CFU-GCFU-GM

 

Figura IV-8. Fotografías representativas de los tipos de colonias observados en los ensayos de 
clonogenicidad de las células K562. CFU-GM = unidades formadoras de colonias de granulocitos-
macrofagos ; CFU-G = unidades formadoras de granulocitos. 

Las células K562 son un modelo adecuado para el estudio de la leucemia mieloide crónica ya 

que derivan de un paciente con esta enfermedad, pero no hemos de olvidar que es una línea 

celular inmortalizada que probablemente habrá sufrido gran cantidad de mutaciones a lo largo 

de los años. Por esta razón, quisimos reproducir nuestros datos en otra línea celular que 

presentara también una expresión constitutiva de la quinasa BCR-ABL p210, directora de este 

tipo de leucemia. Así, escogimos la línea celular murina Boff210 (Gutiérrez-Berzal et al., 2006) 

y repetimos los mismos experimentos de proliferación (MTT y clonogenicidad) llevados a cabo 

en células K562. En el caso de las células Boff210, la incubación con los distintos 

tratamientos fue de 24 horas debido a que presentaban una tasa de crecimiento muy alta. 

Los resultados obtenidos en esta segunda línea celular respaldaban los descritos para la línea 

celular K562: la inhibición de las NADPH oxidasas con DPI, o de la quinasa BCR-ABL con 

imatinib, por separado, reflejaba un descenso significativo del crecimiento celular y de la 

formación de colonias, descenso que se veía significativamente intensificado cuando se 

aplicaba la conjunción de inhibidores (Figura IV-9). 
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Figura IV-9. La combinación de la inhibición de NADPH oxidasas con la inhibición de BCR-ABL 
impide la proliferación y la formación de colonias de las células Boff210. Las células se cultivaron 
a una densidad de 2x10

5
 células/mL en presencia de imatinib 0,5 µM (IM), DPI 1 µM o la combinación 

IM+DPI (A) durante 24 horas. La tasa de proliferación se analizó por el ensayo del MTT (A). Para los 
estudios de clonogenicidad, tras las 24 horas se retiraron los fármacos y sembraron 1000 células en 
medio semisólido de metilcelulosa y se contó el número de CFUs por microscopía 7 días después (B). 
Los resultados están representados como la media ± ESM. 

###
p<0,001 y 

 ##
p<0,01 reflejan diferencias 

significativas respecto a las células control no tratadas. ***p<0,001, **p<0,01 y *p<0,05  reflejan 
diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con Imatinib. 

++
p<0,05,

 
refleja 

diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con DPI. 

Por tanto, según estos resultados podemos afirmar que la inhibición combinada de la 

actividad NADPH oxidasa y la quinasa BCR-ABL provoca una disminución en la proliferación 

de líneas celulares LMC significativamente mayor que la inhibición de estas proteínas de 

manera individual. 

3.2. Estudio de la relación entre los inhibidores de NADPH oxidasas y los 

inhibidores de la quinasa BCR-ABL en líneas celulares de leucemia 

mieloide crónica. 

La combinación de fármacos es una estrategia muy investigada y utilizada actualmente, no 

solo en el tratamiento contra el cáncer, sino también para otras enfermedades de gran 

importancia, como es por ejemplo el SIDA (Arribas, 2009; 2001; Monticelli et al., 2000 Pérez-

Molina et al.). El objetivo de esta terapia combinada es, en todos los casos, lograr un efecto 

sinérgico entre agentes que permita, en primer lugar, reducir la dosis de ambas drogas para 

limitar los efectos tóxicoss sobre las células sanas, y en segundo lugar retrasar la aparición de 

resistencias (Chou, 2006).  
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Considerando la efectividad que manifestaba el tratamiento de las células leucémicas K562 

con la combinación de inhibidores de la actividad NADPH oxidasa e inhibidores de BCR-ABL 

(figura IV-5, IV-6, IV-7 y IV-9), creímos necesario analizar la relación existente entre estos 

agentes para determinar si estábamos ante un efecto sinérgico o aditivo.  

El método de Chou-Talalay es uno de los mejores y más empleado para precisar si una 

combinación de drogas ejerce un efecto sinérgico o no. Los profesores Ting-Chao Chou y 

Paul Talalay introdujeron en los años 80 del pasado siglo el concepto de “índice de 

combinación” (CI, del inglés “Combination index”), que permite cuantificar el sinergismo 

(CI<1), antagonismo (CI>1) o efecto aditivo (CI=1) (Chou, 2010; Chou y Talalay, 1984) 

existente entre dos o mas agentes. Actualmente el cálculo del CI por el algoritmo de Chou-

Talalay se hace de manera computerizada mediante programas informáticos. 

Mediante este método analizamos con el programa informático Calcusyn todas las 

combinaciónes de tratamientos empleadas en los ensayos de proliferación (IM + DPI , IM + 

APO, IM + iRAC, NILO+DPI).  

Los índices de combinación (CI) resultaron ser, en ambas líneas celulares (K562 y Boff210) y 

para la mayoría de las concentraciones utilizadas, muy inferiores a 1 (CI<1), indicativo de una 

fuerte relación sinérgica entre los inhibidores de NADPH oxidasas y los inhibidores de la 

tirosina-quinasa BCR-ABL (Figura IV-10 y IV-11), lo cual quiere decir que estos agentes son 

capaces de potenciar su efecto entre sí. 
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Figura IV-10. La interacción entre el inhibidor de NADPH oxidasas DPI y los inhibidores de BCR-
ABL es fuertemente sinérgica en las líneas celulares K562 y Boff210. Los efectos sobre 
proliferación celular obtenidos por MTT fueron analizados con el programa informático Calcusyn. Se 
muestra un experimento representativo de la sinergia de cada combinación en los paneles de la 
izquierda y la media de los CIs (expresados como media ± ESM) de 8 experimentos (A) o 4 
experimentos (B y C) en el panel de la derecha, indicando encima debajo de las gráficas las 
concentraciones de los inhibidores utilizadas, correspondientes a cada número del panel de la 
izquierda. A) Sinergia entre la combinación imatinib+DPI en las células K562. B) Sinergia entre la 
combinación nilotinib+DPI en las células K562. C) Sinergia entre la combinación imatinib+DPI en 
células Boff210. 
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Figura IV-11. La interacción entre el inhibidor de NADPH oxidasas apocinina o el inhibidor de 
RAC1 y los inhibidores de BCR-ABL es fuertemente sinérgica en células K562. Los efectos sobre 
proliferación celular obtenidos por MTT fueron analizados con el programa informático Calcusyn. Se 
muestra un experimento representativo de la sinergia de cada combinación en los paneles de la 
izquierda y la media de los CIs (expresados como media ± ESM) de 3 experimentos (A) o de 5 
experimentos (B) en el panel de la derecha, indicando debajo de las gráficas las concentraciones de los 
inhibidores utilizadas, correspondientes a cada número del panel de la izquierda. A) Sinergia entre la 
combinación imatinib+apocinina en las células K562. B) Sinergia entre la combinación 
imatinib+inhibidor de RAC  

 

Esta fuerte sinergia sugiere una posible estrategia terapeútica aplicable en un futuro a la 

leucemia mieloide crónica, que permitiría disminuir las concentraciones de los inhibidores de 

Tirosina-quinasas y sin embargo aumentar sus efectos, mediante la combinación de estos 

fármacos con inhibidores de la actividad NADPH oxidasa. 
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4. COMBINACIÓN DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL CON INHIBIDORES 

DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE 

PACIENTE. 

Para comprobar la importancia de la sinergia encontrada decidimos seguir la misma 

estrategia que en las líneas celulares y probar el tratamiento combinado de inhibidores en las 

células primarias de médula ósea procedente de pacientes. 

4.1. Efecto combinado de la inhibición de NADPH oxidasas y BCR-ABL 

sobre la proliferación de células mononucleadas de médula osea de 

paciente. 

Mediante un gradiente de densidad con Ficoll, se separo la fracción de células 

mononucleadas de cada muestra de médula osea completa extraída de pacientes. Los 

resultados que obtuvimos en los ensayos de proliferación con estas células fueron muy 

semejantes a los observados en las líneas celulares K562 y Boff210.  
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Figura IV-12. La combinación de la inhibición de NADPH oxidasa con la inhibición de BCR-ABL 
es más efectiva en las células mononucleadas de pacientes que los tratamientos individuales. 
Las células se cultivaron a una densidad de 10x10

5
 células/mL en presencia de imatinib 0,5 µM (IM), 
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DPI 0,2 µM o la combinación IM+DPI (A) o bien en presencia de  nilotinib 1 µM (NILO), DPI 0,2 µM o la 
combinación NILO+DPI (B). La tasa de proliferación se analizó por el ensayo del MTT a las 48 horas. 
Se muestra un experimento representativo de distintos pacientes.                        

 

Cuando combinábamos imatinib con DPI (Figura IV-12A) o nilotinib con DPI (Figura IV-12B) la 

proliferación celular era menor que cuando las células eran tratadas con los fármacos por 

separado, especialmente con nilotinib. 

Cabe destacar el paciente 4, que, como señalábamos en el apartado 2, parecía resistente a 

Imatinib, y sin embargo,  la combinación Imatinib + DPI consigue un mayor efecto que el DPI 

por sí solo, lo cual sugiere que, como hipotetizamos en este trabajo, la terapia combinada 

dirigida a inhibir simultáneamente NADPH oxidasas y BCR-ABL  podría ser muy útil en 

pacientes de LMC que generan resistencias a los inhibidores de tirosina quinasa 

administrados como tratamiento. 

Esto mismo ocurría cuando estudiamos la alteración en la capacidad para formar colonias de 

estas células de pacientes, una vez más el efecto superior de la combinación se hacía 

evidente en el contaje de CFUs (Figura IV-13).  
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Figura IV-13. La capacidad de formación de colonias (CFUs) de las células mononucleadas de 
pacientes es fuertemente inhibida por la combinación de inhibidores de NADPH oxidasas con 
inhibidores de BCR-ABL. Las CMNs de médula ósea de pacientes con LMC se cultivaron a una 
densidad de 2x10

5
 células/mL en presencia de imatinib 0,5 µM (IM), DPI 1 µM o la combinación IM 

+DPI. A las 48 horas se retiraron los fármacos y se sembraron 5000 células de cada condición en 
medio semisólido de metilcelulosa  y se contó el número de CFUs 14 días después mediante 
microscopía. Se muestra un experimento representativo de distintos pacientes.       
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Tras finalizar los experimentos correspondientes con las células mononucleadas de muestras 

de médula osea completa de pacientes, decidimos analizar la respuesta a los tratamientos de 

los progenitores hematopoyéticos. Para ello, con la colaboración del personal investigador 

perteneciente al Servicio de Hematología del Hospital Clínico de Salamanca, se aislaron de la 

fracción de CMNs , previamente separadas por gradiente de Ficoll, las células CD34 positivas 

(CD34+) usando el separador de columnas magnéticas autoMACS (del inglés “automate 

Magnetic Activated Cell Sorting”).  

Las células que expresan el marcador de superficie CD34, representan tan solo el 1-2% del 

número total de células presentes en médula osea, lo que supone que un individuo sano 

contenga solamente 2 x 105 células CD34+ en un mililitro de médula osea (Bender et al., 

1994). Esto implica que la experimentacion con estos progenitores sea bastante limitada.  

Una vez aisladas, tratamos las células CD34+ durante 24 horas con imatinib 0,5 µM, DPI 1 

µM o ambos inhibidores en conjunto para  analizar su efecto sobre la clonogenicidad de estos 

progenitores hematopoyéticos. Pasadas las 24 horas, se contó el número de células 

correspondiente a cada tratamiento y se sembraron 5000 células de cada condición en medio 

semisólido de metilcelulosa completo sin eritropoyetina (“HSC-CFU complete w/o Epo”). El 

contaje de colonias (CFUs) se realizo 14 días después. 

En el recuento realizado tras las 24 horas de incubación con los fármacos, aparecía ya un 

efecto significativo del DPI y aún mayor de su combinación con Imatinib sobre estas CD34+ 

de pacientes (Figura IV-14A), sin embargo, el número de células contadas tras el tratamiento 

con Imatinib no variaba respecto al control sin tratamiento.  
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Figura IV-14. La proliferación y la capacidad de formación de colonias (CFUs) de las células 
CD34+ de pacientes es fuertemente inhibida por la combinación de inhibidores de NADPH 
oxidasas con inhibidores de BCR-ABL. Las células CD34+ de médula osea de pacientes con LMC 
se cultivaron a una densidad de 2x10

5
 células/mL en presencia de imatinib 0,5 µM (IM), DPI 1 µM o la 

combinación IM +DPI. A las 24 horas se contó el número de células presentes bajo cada tratamiento y 
fue relativizado respecto a las células control (A) y, tras retirar los fármacos, se sembraron 5000 células 
de cada condición en medio semisólido de metilcelulosa  y se contó el número de CFUs 14 días 
después mediante microscopía. Los datos están representados como la media ± ESM.

 ###
p<0,001 y 

#
p<0,05 reflejaban diferencias significativas respecto a células no tratadas. *

p<0,05 refleja diferencias 

significativas respecto a células tratadas únicamente con Imatinib. 
+
p<0,05 refleja diferencias 

significativas respecto a células tratadas únicamente con DPI. 

En cuanto a la clonogenicidad, de los 9 experimentos realizados, en tan solo tres de los casos 

las células sembradas consiguieron formar colonias. Esto fue debido principalmente a 

contaminaciones del medio semisólido de metilcelulosa (ya que no lleva antibiótico). Con el 

contaje de colonias encontramos que el imatinib y el DPI, individualmente, no parecían alterar 

el crecimiento de estas células de manera estadísticamente significativa, aunque las células 

tratadas con DPI mostraban una clara tendencia a presentar un menor número de colonias. 

Sin embargo, las células tratadas con ambos agentes sí mostraban una pérdida significativa 

de la capacidad para formar colonias (Figura IV-14B). La insensibilidad de las células madre 

leucémicas (LSC, del inglés “Leukemic stem cells) al tratamiento con inhibidores de BCR-ABL 

ha sido altamente divulgada. Un estudio muy interesante afirma que la resistencia de las 

LSCs al imatinib se debe a que estas células no dependen de la actividad de BCR-ABL para 

sobrevivir ya que, en ausencia de esta oncoquinasa, el aporte de citoquinas permitiría una 

supervivencia y crecimiento de estas células comparable al de las células madre normales 

(Corbin et al., 2011). 
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Por tanto, los resultados indicaban que las células progenitoras hematopoyéticas de pacientes 

con leucemia mieloide crónica también parecen depender de la actividad NADPH oxidasa 

para su crecimiento y que además son significativamente más sensibles al tratamiento con 

inhibidores de esta actividad enzimática que al tratamiento con el inhibidor de BCR-ABL 

imatinib.  

4.2. Estudio de la relación entre los inhibidores de NADPH oxidasas y 

BCR-ABL en células mononucleadas de paciente. 

Comprobada la efectividad del doble tratamiento en las células primarias (CMNs) 

provenientes de pacientes, analizamos la relación  existente entre nuestros inhibidores. Los 

índices de combinación (CI) se correspondían con una relación sinérgica de las drogas (CI<1) 

en la mayoría de concentraciones utilizadas para la combinación imatinib + DPI y en su 

totalidad para nilotinib + DPI (Figura IV-15). 
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Figura IV-15. La interacción entre el inhibidor de NADPH oxidasas DPI y los inhibidores de BCR-
ABL es fuertemente sinérgica en las célulasmononucleadas de pacientes. Los efectos sobre 
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proliferación celular obtenidos por MTT en las CMNs fueron analizados con el programa informático 
Calcusyn. Se muestra un experimento representativo de la sinergia de cada combinación en los 
paneles de la izquierda y los CIs de 4(A) o 3(B) pacientes diferentes en el panel de la derecha, 
indicando debajo de las gráficas las concentraciones de los inhibidores utilizadas, correspondientes a 
cada número del panel de la izquierda. A) Sinergia entre la combinación imatinib+DPI en las CMNs. B) 
Sinergia entre la combinación nilotinib+DPI en las CMNs.  

En el Paciente 4, insensible al tratamiento con imatinib, todas las combinaciones probadas 

resultaron ser fuertemente  sinérgicas. Este resultado nos pareció muy interesante y abre una 

nueva posible vía de continuidad de este trabajo en el futuro, que podría dirigirse al estudio 

del uso de inhibidores de NADPH oxidasas en casos de resistencia a inhibidores de BCR-

ABL, pudiendo utilizarse como modelo líneas celulares de LMC modificadas genéticamente 

para que porten las mutaciones características de BCR-ABL que determinan la resistencia a 

imatinib. 

En conjunto, la fuerte sinergia que presenta el tratamiento doble en pacientes concuerda 

perfectamente con los resultados descritos para las células K562 y Boff210, lo que demuestra 

que la inhibición de las NADPH oxidasas potencia el efecto de los inhibidores de BCR-ABL, y 

por tanto la idoneidad de esta familia de proteínas como posibles dianas en el tratamiento de 

la leucemia mieloide crónica. 

 

5. COMBINACIÓN DE INHIBIDORES DE LA QUINASA BCR-ABL CON INHIBIDORES 

DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE 

INDIVIDUOS SANOS 

 

Tras estudiar el efecto sobre la proliferación celular de la inhibición de las NADPH oxidasas 

en pacientes con LMC, nos pareció interesante y necesario conocer como afectaban estos 

mismos tratamientos a la proliferación de células mononucleadas procedentes de donantes 

sanos de médula osea. El procedimiento de separación de las células CMNs de la muestra 

total de estos individuos fue el mismo utilizado para las de pacientes, disponiendo, 

naturalmente, de una cantidad final de células extraordinariamente menor que en  las 

muestras de leucemia, lo que limitó en gran medida los experimentos.  

Como era esperable, la proliferación de las células mononucleadas sanas no se veía 

prácticamente afectada por el tratamiento con imatinib, ya que estas células no expresan 
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BCR-ABL, aunque sí se veía significativamente reducida por el DPI (Figura IV-16A). Teniendo 

en cuenta el papel tan importante de las ROS producidas por las NADPH oxidasas como 

reguladores de la señalización en gran cantidad de procesos fisiológicos, no es de extrañar  

que un descenso brusco de los niveles intracelulares de ROS derivado del tratamiento con 

DPI afecte a las células sanas. Sin embargo, la combinación de inhibidores imatinib + DPI, no 

ejercía un efecto mayor que aquel observado por el DPI, presentando unos índices de 

combinación superiores a 1 (CI>1), lo que indicaba una ausencia de sinergia entre el inhibidor 

de BCR-ABL y el de NADPH oxidasas (Figura IV16-B), a diferencia de lo manifestado en las 

líneas celulares de LMC y en las células mononucleadas de pacientes, por lo que la 

combinación de estos agentes nos parece una estrategia terapéutica interesante, puesto que 

se podrían usar bajas concentraciones de DPI para limitar los efectos secundarios en las 

células sanas mientras que las células que expresen BCR-ABL se verán afectadas, 

consiguiéndose cierta selectividad del tratamiento por las células 

tumorales.
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Imatinib

(µM)

DPI             

(µM)

1 0,4 1,04 0,5 0,2

2 0,34 17,71 0,5 1

3 0,26 19,55 2,5 0,2

4 0,45 2,49 2,5 1
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Figura IV-16. La combinación de inhibidores de NADPH oxidasas con inhibidores de BCR-ABL 

en células mononucleadas sanas no presenta efectos sinérgicos. Las CMNs de médula osea de 
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donantes sanos se cultivaron a una densidad de 10x10
5
 células/mL en presencia de varias 

concentraciones de imatinib (IM), de DPI o de la combinación IM +DPI. La tasa de proliferación se 

analizó por el ensayo del MTT a las 48 horas (A) y está representada como la media ± ESM. 
##

p<0,01 y 
 

#
p<0,05 reflejan diferencias significativas respecto a las células control no tratadas. **p<0,01 y *p<0,05 

reflejan diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con imatinib. La interacción 

entre los agentes fue analizada con el Calcusyn. Se muestran lo CIs de un experimento representativo. 

 

Analizamos también la capacidad de formación de colonias de células primarias CD34+ 

sanas, aisladas de la fracción de mononucleadas de la médula osea de donantes, de la 

misma manera que analizamos las CD34+ de pacientes (véase figura IV-14). Curiosamente, 

el contaje de células realizado tras 24 horas de tratamiento con Imatinib 0,5 µM, DPI 1 µM o 

con ambos agentes, no manifestaba diferencias con las células control no tratadas (Figura IV-

17A), y, sin embargo, transcurridos 14 días desde la siembra de las células en medio 

semisólido de metilcelulosa, la clonogenicidad de las células sanas sí se veía alterada por la 

inhibición de las NADPH oxidasas (Figura IV-17B), formando un número de colonias 

significativamente menor que el control no tratado. El efecto del doble tratamiento sobre las 

células coincidía con aquel obtenido por el tratamiento individual con DPI, resultado 

semejante al descrito para las CMNs sanas en el punto anterior, lo que está en consonancia 

con la falta de sinergia encontrada en esta células (Figura IV-16). 
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Figura IV-17. La capacidad de formación de colonias (CFUs) de las células CD34+ es alterada 
por la inhibición de la actividad NADPH oxidasa. Las células CD34+ de médula osea de individuos 
sanos se cultivaron a una densidad de 2x10

5
 células/ml en presencia de imatinib 0,5 µM (IM), DPI 1 µM 

o la combinación IM +DPI. A las 24 horas se contó el número de células presentes bajo cada 
tratamiento y fue relativizado respecto a las células control (A) y, tras retirar los fármacos, se 
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sembraron 5000 células de cada condición en medio semisólido de metilcelulosa  y se contó el número 
de CFUs 14 días después mediante microscopía. Los datos están representados como la media ± 

ESM. 
##

p<0,01 reflejaba diferencias significativas respecto a células no tratadas. *
p<0,05 reflejaba 

diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con imatinib.  

Por tanto, las células CMNs y CD34+ sanas parecen ser sensibles a la inhibición de la 

actividad NADPH oxidasa. Bajo nuestro punto de vista, este resultado no disminuye la 

idoneidad de esta familia de enzimas como diana terapeútica para la leucemia mieloide 

crónica, puesto que en las en las células de donantes sanos la combinación de inhibidores no 

es más efectiva que el DPI, y sin embargo sí lo es en las células de pacientes. 

6. ANÁLISIS “in vivo” DE LA EFECTIVIDAD DE LA INHIBICIÓN DE LAS NADPH 

OXIDASAS COMO TRATAMIENTO EN LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA. 

Los resultados tan uniformes y positivos del estudio in vitro de las NADPH oxidasas como 

posibles dianas terapéuticas animaban a probar la eficacia de la inhibición de estas enzimas 

in vivo, mediante el uso de modelos animales adecuados para el estudio de la leucemia 

mieloide crónica. 

6.1. Evaluacion del uso de inhibidores de NADPH oxidasas como 

tratamiento en LMC en un Modelo de ratones Xenoinjerto. 

Gran cantidad de modelos murinos han sido desarrollados para estudiar el cáncer humano. 

Se usan tanto para investigar los factores implicados en la transformación de las células 

malignas, invasión y metástasis como para examinar respuestas terapeúticas. Uno de los 

modelos más utilizados es el xenoinjerto (del inglés “Xenoinjerto”), donde células tumorales 

humanas son transplantadas, normalmente bajo la piel o dentro del órgano en que el tumor se 

suele originar, en ratones inmunocomprometidos que no sean capaces de rechazar las 

células humanas injertadas (Morton and Houghton, 2007). 

Nuestro ensayo in vivo se llevó a cabo a través de la unidad de oncofarmacología del CIC 

(Centro de Investigación del Cáncer) en ratones inmunodeprimidos CB17-SCID. La estrategia 

terapeútica seguida para los animales fue la misma que para las células en los ensayos in 

vitro : inhibición de las NADPH oxidasas, inhibición de la quinasa BCR-ABL y combinación de 

ambas inhibiciones. 

Así, tras conseguir que las células K562 inoculadas en los ratones generaran un tumor 

palpable, los animales comenzaron a recibir tratamiento diario con DPI (1mg/Kg),  imatinib 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2562196/#b13-0010078
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(100mg/Kg) o con la combinación de los dos agentes. Para analizar el efecto de los distintos 

fármacos, el volumen del tumor fue medido dos veces por semana.  

El imatinib ralentizó significativamente el crecimiento del tumor, como cabría esperar, ya que 

el efecto de este inhibidor de BCR-ABL sobre tumores de K562 en xenoinjertos ya había sido 

descrito en otros trabajos (Wu JY et al., 2009). El tratamiento con DPI conseguía también 

disminuir de forma significativa el volumen respecto a los ratones no tratados, y 

sorprendentemente, el efecto obtenido era muy similar al descrito para el imatinib, sugiriendo 

que el tratamiento in vivo con inhibidores de NADPH oxidasas sería una buena estrategia 

para la leucemia mieloide crónica (Figura IV-18A). Además, el doble tratamiento mostraba 

una clara tendencia de mayor efectividad que los agentes individuales, mostrando tumores 

más reducidos, concordando con la sinergia observada in vitro.  
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Figura IV-18. La inhibición de las NADPH oxidasas reduce significativamente el crecimiento de 
un tumor solido en ratones xeninjertados con células K562, tanto individualmente como en 
combinación con inhibidores de la quinasa BCR-ABL. Los ratones CB17-SCID fueron tratados 
diariamente con Imatinib 100 mg/Kg, DPI 1mg/Kg o la combinación de ambos fármacos durante 22 
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días. A) Volumen medio del tumor durante la administración de los distintos tratamientos. Medidas 
tomadas 2 veces/semana. B) Peso medio de los ratones durante la administración de los tratamientos. 
Los resultados están representados como la media ± ESM de 4 ratones/grupo. p<0,05 reflejaba 
diferencias significativas respecto al grupo control tratado con el vehículo (PBS). 

El peso de los ratones fue monitorizado durante el tratamiento para controlar que no se 

produjera una bajada de peso excesiva que indicara toxicidad de los fármacos (Figura IV-

18B). 

El tratamiento con DPI en un modelo xenoinjerto de LMC nunca había sido probado. Sí 

existen, sin embargo, estudios con antioxidantes como la NAC (Rakshit et al., 2010), que 

indican una disminución del volumen del tumor de células K562 ante el tratamiento con este 

agente. El efecto observado en nuestro ensayo por el DPI parece ser mucho mayor que el 

descrito para la NAC por estos autores, lo que sugiere, como hipotizamos al inicio de este 

trabajo, que la inhibición específica de la producción de ROS a través de NADPH oxidasas 

sería más eficaz en el tratamiento de la leucemia mieloide crónica que el uso de antioxidantes 

que disminuyan de manera global los niveles intracelulares de ROS.  

6.2. Evaluacion del uso de inhibidores de NADPH oxidasas como 

tratamiento en leucemia mieloide crónica en ratones transgénicos 

BCR-ABL positivos.  

Dada la efectividad del uso de inhibidores de la actividad NOX en el modelo de ratones 

xenoinjertados con células K562, nos planteamos buscar un modelo de estudio de la 

enfermedad que se ajustara en mayor medida al curso real de esta leucemia en humanos, es 

decir, un modelo más fisiológico. Gracias a la Dra. Carmen Guerrero (CIC, Salamanca), 

dispusimos de una línea de ratones transgénicos que expresan específicamente el gen BCR-

ABL que codifica la proteína BCR-ABL p210 en progenitores hematopoyéticos tempranos. 

Estos animales, con la edad, presentan una excesiva proliferación de células mieloides que 

resulta en granulocitosis, por lo que desarrollan leucemia mieloide crónica de manera muy 

similar a los pacientes (Honda and Hirai, 2001). 

Nuestro ensayo resulta novedoso, ya que en este modelo de ratón generado por el Dr. 

Honda, no existía, sorprendentemente, ningún estudio en el que se hubieran examinado los 

efectos de la inhibición de BCR-ABL sobre la progresión de la leucemia que desarrollan estos 

animales, ni tampoco el de la inhibición de las NADPH oxidasas. 
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Consideramos el punto de inicio de tratamiento cuando los análisis de sangre periférica de los 

distintos ratones, mediante citometría de flujo, indicaban un porcentaje de granulocitos igual o 

superior al 50 % respecto al número total de leucocitos presentes en la muestra tomada 

(Figura IV-19).  

       

A) B)

 

Figura IV-19. Análisis mediante citometría de flujo del porcentaje de granulocitos presentes en 
sangre periférica de ratones. En primer lugar se hizo una región para selecciónar únicamente los 
leucocitos de la muestra (A). Después se analizó el porcentaje de células Gr1 +, marcador 
característico de granulocitos (B). 

 

Así, los ratones se fueron distribuyendo aleatoriamente en los distintos grupos de trabajo para 

recibir los tratamientos diarios correspondientes, que fueron los mismos que se administraron 

en el modelo de xenoinjerto de LMC: imatinib (100 mg/Kg),  DPI (1mg/Kg)  o la combinación 

de ambos fármacos.  

Al final de la primera y segunda semana de tratamiento se procedio a la extracción de sangre 

para poder examinar la efectividad de la terapia individual y combinada en el curso de la 

enfermedad. 

La eficacia del DPI y de la combinación ya quedaba patente con tan solo una semana de 

tratamiento. (Figura IV-20A). Tras finalizar las dos semanas de administración de los 

fármacos, los análisis por citometría indicaban que tanto el Imatinib como el DPI eran capaces 

de reducir significativamente el porcentaje de granulocitos en sangre, y que los ratones con el 

doble tratamiento presentaban niveles de estas células significativamente inferiores que 

aquellos a los que se administraron los fármacos individuales. En los  animales control no 
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tratados, el número de granulocitos continuó ascendiendo lentamente, siguiendo el curso 

habitual de la enfermedad. (Figura IV-20A).  
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Figura IV-20. La inhibición de la actividad NADPH oxidasa, individual o en combinación con 
inhibidores de BCR-ABL, reduce significativamente el porcentaje de granulocitos presentes en 
sangre periférica de ratones transgénico p210

BCR/ABL
. Los ratones fueron tratados diariamente con 

imatinib 100 mg/Kg, DPI 1mg/Kg o la combinación de ambos fármacos durante dos semanas.                   
A) Porcentaje de granulocitos tras la primera y segunda semana de tratamiento. Los valores están 
normalizados con respecto al porcentaje a día 0 de tratamiento, que fue considera 100. Véase el 
incremento de granulocitos en el grupo control. B) Peso medio de los ratones a lo largo del tratamiento, 
tomado diariamente. Los resultados se muestran como la media ± ESM de los ratones pertenecientes a 
cada grupo. 

##
p<0,01 y 

#
p<0,05 reflejan diferencias significativas respecto al grupo control sin 

tratamiento. *
p<0,05 refleja diferencias significativas respecto al grupo tratado únicamente con imatinib. 

+
p<0,05 refleja diferencias significativas respecto al grupo tratado únicamente con DPI.                       
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El peso de los ratones se mantuvo constante a lo largo de todo el tratamiento, señal de que 

las drogas no produjeron toxicidad en nuestros animales (Figura IV-20B).  

Los resultados extraídos de los dos modelos animales de LMC coincidían. En ambos 

sistemas de estudio la inhibición de la actividad NADPH oxidasa (con DPI) provocaba un 

efecto antiproliferativo significativo, disminuyendo así el crecimiento bien del tumor de células 

K562 en el caso del modelo xenoinjerto, o bien de las células tumorales granulocíticas en el 

modelo de raton transgénico. Además, la administración de este inhibidor junto con el 

inhibidor de la onquinasa Imatinib parecía reducir en mayor medida la proliferación de las 

células cancerosas en los ratones que los agentes por separado.  

En los dos ensayos se observo que la eficacia mostrada por el DPI resultó ser de igual 

magnitud que la alcanzada por el tratamiento con el imatinib. Este dato es muy relevante, ya 

que este fármaco es el tratamiento de elección en la actualidad para los enfermos con LMC.  

Por tanto, la uniformidad de los resultados, tanto in vitro como in vivo, señala a las NADPH 

oxidasas como una oportuna diana terapeútica a considerar en el futuro tratamiento de los 

pacientes con Leucemia mieloide crónica. 

7. ANÁLISIS DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE ROS 

Una vez confirmada la eficacia antiproliferativa de la inhibición de las NADPH oxidasas, tanto 

de manera individual, como en conjunción con inhibidores de BCR-ABL, quisimos averiguar 

cuál es el mecanismo por el que estos tratamientos son capaces de provocar ese efecto 

sobre el crecimiento de las células.  

Sabiendo que la familia NADPH oxidasa tiene como única función conocida la producción de 

ROS, y que las células que expresan constitutivamente el gen BCR-ABL  producen niveles de 

ROS más elevados que las células no transformadas (Naughton et al., 2009; Sattler et al , 

2000), sería lógico, dada la sinergia observada entre los inhibidores de estas proteínas, que el 

mecanismo de actuación de los tratamientos esté relacionado con este punto común entre 

ambas.  

Recordemos que, como hemos descrito en la introducción de este trabajo, la implicación de 

las especies reactivas del oxígeno en la señalización y expresión génica de gran cantidad de 

procesos fisiológicos en las células hace que la producción y eliminacion de estas se 
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encuentre altamente regulada. Esto supone que cualquier cambio en el estado redox intente 

ser rápidamente equilibrado por la célula, lo que dificulta en gran medida la deteccion  de 

diferencias en los niveles globales de ROS citoplasmáticos. 

 Con todo esto en mente, nos dispusimos a analizar si existía una correspondencia entre los 

efectos observados en proliferación para los distintos inhibidores y los niveles intracelulares 

de ROS, para lo cual medimos dichos niveles en la línea celular K562  y en las CMNs de los 

pacientes.  

El tratamiento individualizado con inhibidores de NADPH oxidasas (DPI) o de BCR-ABL 

(imatinib), como cabría esperar, reducía de manera significativa los niveles intracelulares de 

ROS en K562, sin embargo, el mayor cambio se detectaba en las células tratadas con ambos 

inhibidores (Figura IV-21A). 
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Figura IV-21. La inhibición conjunta de NADPH oxidasas y BCR-ABL provoca una reducción 
superior de los niveles intracelulares de ROS, tanto en células K562 como en células CMNs de 
pacientes. (A) Niveles intracelulares de ROS en K562 tras 2 horas de incubación con los tratamientos 
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imatinib 0,5 µM (IM), DPI 0,2 µM o la combinación IM+DPI. A la derecha se muestra un experimento 
representativo de los histogramas de los distintos tratamientos. Los resultados se muestran como la 
media ± ESM. 

###
p<0,001 y 

#
p<0,05 reflejan diferencias significativas respecto a las células no tratadas. 

***
p<0,001 refleja diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con imatinib. 

++
p<0,01 reflejaba diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con DPI. Niveles 

intracelulares de ROS en células mononucleadas de médula osea de pacientes tras 2 horas de 
incubación con los tratamientos imatinib 0,5 µM (IM), DPI 5 µM o la combinación IM+DPI (B) o con los 
tratamientos nilotinib 50 mM (NILO), DPI 5 µM o la combinación NILO+DPI. 

 

Los mismos resultados se podían observar en las células CMNs de los pacientes (Figura IV-

21B y IV-21C), donde la combinación imatinib + DPI y nilotinib + DPI conseguía también una 

disminución de los niveles de ROS superior a la que mostraban los tratamientos individuales. 

Parece ser por tanto que una disminución en las células de los niveles intracelulares de ROS, 

inducida por el tratamiento con inhibidores de NADPH oxidasas, se relaciona con una menor 

tasa de proliferación de estas células leucémicas (Figura IV-5 a figura IV-17), lo que indica 

que probablemente, el mecanismo de acción de estas drogas sea vía ROS.  

Para confirmar esta hipótesis, medimos la proliferación de las células K562 tras la incubación 

durante 48 horas con dos compuestos antioxidantes diferentes y comúnmente utilizados, que 

son la NAC (N-acetil-cisteína) y la quercetina. (Abarikwu et al., 2012; Yin and Kufe, 2011; 

Zhang et al., 2008), observando una disminución significativa del crecimiento de las células en 

ambos casos, siendo más marcado el efecto de la quercetina (Figura IV-22A y 22B). 



                                                                                       CAPÍTULO IV – Resultados y discusión 

119 

 

B)

0

20

40

60

80

100

120

%
 P

ro
li
fe

ra
c
ió

n

*

***

n=5

**

n=5

n=3

n=5

A)

0

20

40

60

80

100

120

%
 P

ro
li
fe

ra
c
ió

n *** **
n=7

n=4 n=4
n=7

0

20

40

60

80

100

120

%
 R

O
S

 in
tr

a
c
e
lu

la
re

s

***n=3

***

n=4n=4

D)

0

20

40

60

80

100

120

%
 P

ro
li
fe

ra
c
ió

n

n=3

n=3

n=3

*
**

C)

 

Figura IV-22. El tratamiento con antioxidantes y rotenona dificulta la proliferación de las células 
K562. Las células se cultivaron a una densidad de 2x10

5
 células/mL con diferentes concentraciones de 

(A) N-Acetil cisteína (NAC) (B) quercetina (Quer) o C) rotenona (Rot). La proliferación fue analizada 48 
horas después por el método del MTT. D) Niveles intracelulares de ROS en K562 tras 2 horas de 
incubación con distintas concentraciones de rotenona. Los resultados se muestran como la media ± 

ESM. ***p<0,001, 
**

p<0,01 y 
*
p<0,05 reflejan diferencias significativas respecto a las células no tratadas.  

 

Para completar el estudio, y dado que la mitocondria es la mayor fuente de ROS en las 

células, decidimos utilizar un tercer agente, la rotenona, que es un inhibidor del complejo 

mitocondrial I de la cadena respiratoria. El tratamiento de las células con este compuesto, 

como era de suponer, disminuía significativamente los niveles intracelulares de ROS, pero 

además dificultaba significativamente la proliferación celular (Figura IV-22C). 

La unión de los resultados de este conjunto de experimentos indica que el crecimiento de las 

células LMC se correlaciona con los niveles de ROS intracelulares y sustenta nuestra idea 

inicial de que disminuir el contenido de ROS, a través de la inhibición de la actividad NADPH 
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oxidasa, sería una buena estrategia terapeútica para disminuir la proliferación de las células 

en la leucemia mieloide crónica. 

8. IMPLICACIÓN DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN LAS RUTAS DE 

SEÑALIZACIÓN DE BCR-ABL EN CÉLULAS K562. 

Como hemos descrito anteriormente, la proteína quimérica p210/BCR-ABL es la 

consecuencia molecular de la aparición del cromosoma Philadelphia que caracteriza la 

leucemia mieloide crónica. La actividad tirosina-quinasa de la proteína oncogénica reside en 

ABL. Su yuxtaposición con BCR favorece la dimerización o tetramerización de la proteína de 

fusión, y con esto, su autofosforilación, lo que confiere a la quinasa una activación 

permanente. Esta autofosforilación incrementa el número de residuos de fosfotirosina en 

BCR-ABL, y por tanto, los sitios de unión para los dominios SH2 de otras proteínas. Además, 

la proteína ABL, que en células no tumorales puede trasladarse entre núcleo y citoplasma, 

pierde esta propiedad cuando se encuentra fusionada con BCR, quedando retenida en el 

citoplasma, permitiendo así la interacción con la mayoría de proteínas implicadas en las rutas 

oncogénicas. (Pendergast et al., 1991; Pendergast et al 1993).  

Así, la actividad quinasa constitutivamente activa es la responsable de la ventaja proliferativa 

de las células que mantiene el fenotipo leucémico.  

Una vez establecida una relación entre los niveles de ROS y el tasa de proliferación de las 

células leucémicas y dada la participación de las ROS en la regulación de la señalización 

celular (Sardina et al., 2012) para continuar con el examen del mecanismo de acción de los 

tratamientos, decidimos analizar si la inhibición de las NADPH oxidasas alteraba la activación 

de las rutas de señalización iniciadas por BCR-ABL en células K562. Para ello utilizamos dos 

estrategias: la primera fue la utilización de inhibidores químicos de NADPH oxidasas, como es 

el DPI; y la segunda, el silenciamiento de la actividad NOX mediante la interferencia del 

ARNm de la proteína reguladora p22phox (Sardina et al., 2010). 

8.1. Efecto de la inhibición química de las NADPH oxidasas sobre la 

señalización de BCR-ABL. 

Estudiamos los niveles de las formas fosforiladas, y por lo tanto activas de BCR-ABL, 

iniciadora de todas las rutas, de dos de sus dianas directas: STAT5 y CRKL y de un sustrato 
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indirecto, ERK1/2 (Esquema IV-3) tras someter las células a los diferentes tratamientos 

durante 16 horas. 

                      

Esquema IV-3. Rutas de señalización iniciadas por la actividad constitutiva de la oncoquinasa 
BCR-ABL. Tomado de Cilloni and Saglio, 2012. 

Como era de suponer, el imatinib provocaba una fuerte inhibición de la fosforilación de BCR-

ABL. El tratamiento únicamente con DPI, curiosamente, también reducía notablemente los 

niveles de fosfo-BCR-ABL, pero la mayor disminución de la activación de esta quinasa tenía 

lugar con la combinación de ambos tratamientos (Figura IV-23).  
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Figura IV-23. Análisis de los niveles de fosfo-BCR-ABL y BCR-ABL mediante transferencia de 
Western en las células K562. Se analizaron los niveles de pBCR-ABL y BCR-ABL en células K562 
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cultivadas a una densidad de 3,5x10
5 

células/ml con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la combinación de 
ambos durante 16h, Se cargaron 40 µg de proteínas por carril. Como control de carga se analizaron los 

niveles de β-tubulina. Los números debajo de las cajas indican la cuantificación de las bandas. 

 

El estado de activación de CRKL y STAT5, proteínas directamente fosforiladas por la quinasa 

oncogénica, también se veía altamente disminuido cuando se inhibía BCR-ABL con imatinib o 

cuando se inhibían las NADPH oxidasas con DPI (Figura IV-24A), y al igual que 

observabámos para fosfo-BCR-ABL, la fosforilación de ambas proteínas era 

significativamente menor cuando se combinaban los dos inhibidores.  
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Figura IV-24. Análisis de los niveles de fosforilación de CRKL, STAT5 y ERK mediante 
transferencia de Western en las células K562. Se analizaron los niveles de las formas fosforiladas 
de CRKL, STAT5 y ERK1/2 (pCRKL, pSTAT5 y pERK1/2) en células K562 cultivadas a una densidad 
de 3,5x10

5 
células/mL con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la combinación IM+DPI durante 16h (A). 

También se analizaron los niveles de fosfo-ERK en células K562 tras la incubación con nilotinib 50 nM, 
DPI 5 µM o la combinación NILO+DPI durante 16 horas (B). Se cargaron 40 µg de proteínas por carril. 
Las mismas membranas se emplearon para analizar los niveles totales de dichas proteínas. Los 
números debajo de las cajas indican la cuantificación de las bandas. 

 

En el caso de ERK1/2 , la combinación  imatinib + DPI  no parecía producir un descenso de la 

fosforilación mayor que el tratamiento individual con imatinib (Figura IV-24A), pero la 
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incubación de las células con nilotinib + DPI sí provocaba una menor activación de ERK1/2 en 

comparación con los agentes por separado (Figura IV-24B).  

La implicación de STAT5 en la transformación leucémica de las células por BCR-ABL se 

encuentra altamente descrita (Nieborowska-Skorska et al., 1999; Sattler and Salgia, 1997). 

Hay un artículo que describe como en líneas celulares de leucemia mieloide aguda (LMA) 

positivas para FLT3-ITD, mutación que da lugar a una actividad tirosina-quinasa constitutiva 

de FLT3, al igual que ocurre con BCR-ABL en LMC, la producción de ROS es necesaria para 

la señalización de STAT5, y está mediada por la proteína p22phox, reguladora de la activación 

de cuatro de los siete complejos (de NOX1 a NOX4) (Woolley et al., 2012). Sin embargo, a 

parte de nuestro trabajo (Sánchez-Sánchez et al., 2014), no existe ninguna publicación en la 

actualidad que describa una relación entre NADPH oxidasas y STAT5 en LMC. 

Todos estos resultados indican que la producción de ROS dirigida por las NADPH oxidasas 

es necesaria para mantener la activación de las rutas de señalización de BCR-ABL y explican, 

al menos en parte, la fuerte inhibición de la proliferación y de la capacidad de formar colonias 

que provocan estos fármacos en las células LMC. 

Tras analizar en profundidad todas las imágenes de western obtenidas, nos dimos cuenta de 

que, curiosamente, los niveles totales de BCR-ABL también se veían reducidos por los 

distintos tratamientos (figura IV-23), presentando un patrón muy similar al observado para la 

proteína fosforilada y, sin embargo, los niveles de tubulina, proteína utilizada como control de 

carga, no mostraban variacion ante los distintos inhibidores. Tampoco se detecto esa 

disminución en el contenido total de las proteínas CRKL, STAT5 y ERK (figura IV-24A), lo que 

sugería que era un efecto específico de los tratamientos sobre BCR-ABL, que podría estar 

relacionado con la estabilidad de la proteína. Esta observacion nos llevó a ampliar el estudio 

del mecanismo de actuación del DPI, y tratar de determinar el nivel de regulación en el que la 

inhibición de la actividad de NADPH oxidasas provoca la disminución de la expresión de BCR-

ABL. Para esto analizamos los niveles de proteína, mediante transferencia de western y del 

ARN mensajero (ARNm), mediante RT-qPCR, tras someter las células K562 al tratamiento 

con DPI 5 µM.  
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Figura IV-25. El inhibidor de NADPH oxidasas DPI actúa sobre BCR-ABL a nivel de proteína. Las 
células K562 se cultivaron a una densidad de 3,5x10

5
 cel/mL con DPI 5 µM. Tras diferentes tiempos, se 

analizaron los niveles de expresión del ARNm de BCR-ABL (A), los niveles de proteína BCR-ABL (B) y 
el decaimiento de BCR-ABL bajo el tratamiento con Cicloheximida 100 µM en presencia o ausencia del 
DPI (C). 

Mientras que la expresión del ARNm de BCR-ABL no se veía reducida (Figura IV-25A), los 

niveles de la proteína total disminuían a medida que aumentaba el tiempo de incubación con 

DPI (Figura IV-25B). Además, cuando las células se trataron con cicloheximida, agente que 

se une al sitio-E de la subunidad ribosomal 60S, bloqueando la traduccion de proteínas 

(Schneider-Poetsch et al., 2010), se comprobo como el decaimiento de la proteína BCR-ABL 

era notablemente más rápido en presencia del inhibidor de DPI (Figura IV-25C), indicando 

que la vida media de esta quinasa es más corta bajo este tratamiento. De estos experimentos 

podemos deducir que el DPI actúa sobre la expresión de BCR-ABL a nivel de proteína, y que 

la actividad NADPH oxidasa parece ser importante en la regulación de la estabilidad de esta 

tirosina-quinasa.  

Landry y colegas han propuesto recientemente que la reducción de los niveles de ROS en las 

células producida por la inhibición de BCR-ABL se correlaciona con una reducción post-

traduccional de la proteína p22phox (componente esencial de los complejos NOX1, NOX2, 
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NOX3 y NOX4), mediada por la activación de la serina/treonina-quinasa GSK-3β. En 

concreto, p22phox parece ser ubiquitinada y degradada vía proteasoma tras el tratamiento de 

las células K562 con imatinib o nilotinib (Landry et al., 2013).  

Respecto a la estabilidad de BCR-ABL, se han descrito dos mecanismos por las que la 

proteína BCR-ABL desfosforilada puede ser degradada en la célula leucémica, que son el 

sistema ubiquitina-proteasoma y la autofagia.  

El sistema ubiquitina-proteasoma (UPS, del inglés “Ubiquitin-Proteasome System”) es la 

principal ruta de degradación intracelular de proteínas. Se ha descrito que la desfosforilación 

de BCR-ABL mediada por fosfatasas como PP2A hace sensibles a las células de LMC a la 

proteólisis vía UPS (Neviani et al., 2005), aumentando la apoptosis de estas células. 

Curiosamente, el uso de inhibidores del proteasoma, como son el bortezomir y el PSI (del 

inglés “Proteasome inhibitor I”), dirigen también estas células a la apoptosis e inhiben su 

crecimiento y clonogenicidad, y este efecto parece deberse, sorprendentemente, a un 

aumento en la actividad de la propia fosfatasa PP2A mediada por la inhibición de su regulador 

negativo SET. Parece además que en combinación con imatinib, tanto el bortezomir como el 

PSI son capaces de potenciar el efecto de este inhibidor de BCR-ABL (Hu et al., 2009), por lo 

que el proteasoma se ha considerado también una diana terapeútica a estudiar en distintos 

tipos de cáncer, incluyendo la leucemia mieloide crónica. 

El proceso de autofagia, por otro lado, es un sistema degradativo intracelular que juega un 

papel muy importante en la regulación de la homeostasis proteica, en el que moléculas y 

orgánulos dañados son digeridos en los lisosomas, siendo esencial para la supervivencia de 

las células  cuando lidian con situaciones de estrés metabólico. Las células que expresan 

BCR-ABL muestran niveles basales bajos de autofagia y sin embargo parecen ser altamente 

dependientes de ella, ya que cuando se inhibe químicamente este proceso con cloroquina 

estas células entran rápidamente en apoptosis, viéndose comprometida la supervivencia 

incluso de las células resitentes a imatinib (Altman et al., 2011). La autofagia en las células 

LMC es un proceso altamente controvertido, ya que se conoce como algunos agentes 

terapeúticos, como por ejemplo el imatinib (Elzinga et al., 2013), parecen inducir autofagia en 

las células LMC, y sin embargo, esta respuesta parece impedir simultáneamente el efecto 

anticancerígeno  de estos fármacos (revisado en Carew et al., 2008). 
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Con toda esta información en mente, y viendo el decaimiento de BCR-ABL con el DPI (Figura 

IV-25C), quisimos estudiar si el papel que juegan las NADPH oxidasas en la estabilidad de 

esta proteína está relacionado con alguna de estas dos vías de degradación. Para eso, en 

presencia de nuevo del inhibidor de la traduccion de proteínas cicloheximida, tratamos las 

células, durante 2 horas, con DPI 5 µM  en combinación bien con un inhibidor del proteasoma 

(MG132) o bien con un inhibidor de la autofagia (cloroquina) y estudiamos los niveles totales 

de la quinasa oncogénica. 
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Figura IV-26. Análisis de la estabilidad de BCR-ABL bajo la inhibición de la actividad NADPH 
oxidasa mediante transferencia de western. Se analizaron los niveles de BCR-ABL en células K562 
cultivadas a una densidad de 3,5x10

5 
células/mL durante 2 horas con DPI 5 µM o con su combinación 

bien con el inhibidor del proteasoma MG132 2,5 µM, bien con el inhibidor de lisosomas cloroquina 10 
µM, siempre en presencia de cicloheximida 100 µM.   

Cuando inhibíamos la actividad NADPH oxidasa junto con el proteasoma, obteníamos un 

descenso de BCR-ABL mayor que el producido por el DPI como tratamiento individual (Figura 

IV-26). Este resultado nos pareció a priori un efecto inesperado, ya que lo lógico era que se 

produjera una acumulación de la proteína debido al bloqueo de su degradación, sin embargo, 

se corresponde a la perfección con el efecto descrito anteriormente para la combinación 

imatinib + bortezomir o imatinib + PSI (Hu et al., 2009). Por el contrario, la inhibición de la 

autofagia sí reflejaba una retención de la proteína inactiva al tratar las células con el DPI 

(Figura IV-26), lo que sugiere que la inhibición de las NADPH oxidasas podría dirigir a BCR-

ABL hacia la degradación vía autofagia, y no vía proteasoma. 
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8.2. Efecto del silenciamiento de la proteína reguladora p22phox sobre la 

señalización de BCR-ABL.  

Para corroborar, una vez más, que los efectos que observábamos para el DPI se debían 

específicamente a la disminución de los niveles de ROS por inhibición de las NADPH 

oxidasas, nos pareció adecuado estudiar si los efectos sobre la señalización de BCR-ABL, y 

su reflejo sobre la proliferación celular, eran los mismos cuando la actividad de las NOX era 

silenciada mediante herramientas moleculares. Para esto utilizamos células K562 en las que 

se había aplicado la interferencia del RNA mensajero de la proteína citoplasmática p22phox 

para disminuir la expresión de dicha proteína, generadas previamente en nuestro laboratorio 

para investigar el papel de las NADPH oxidasas dependientes de p22phox en la diferenciacion 

megacariocítica (Sardina et al., 2010). En concreto utilizamos las K562 76/77, denominadas 

así por la pareja de oligonucleótidos diseñada para silenciar esta proteína (Esquema IV-4A) y 

a la que a partir de ahora nos referiremos como p22phox RNAi.  Como control del 

silenciamiento de esta proteína se utilizo una pareja de oligonucleótidos frente a la luciferasa 

de luciérnaga, generando las células que denominamos K562 Luciferasa (LUC).        
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Figura IV-4. Comprobación del silenciamiento de la proteína p22
phox

 mediante interferencia del 
ARN en células K562. A) Reducción de los niveles de la proteína p22

phox 
de las células K562 respecto 

a las células control del silenciamiento luciferasa. B) Las células p22
phox

 RNAi presentan una actividad 
NADPH oxidasa significativamente menor que las células control luciferasa. Tomada de Sardina et al., 
2010. 

 

Como hemos descrito en la introducción (véase capítulo I, 2.3), la proteína p22phox da 

estabilidad al complejo NADPH oxidasa y sirve de anclaje para las subunidades 

citoplasmáticas reguladoras, de manera que NOX1, NOX2, NOX3 y NOX4 van a ser 
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dependientes de esta proteína transmembrana para su correcta activación y función. Así, si 

bloqueamos la síntesis de esta proteína mediante shRNA, estamos inhibiendo la actividad de 

estos 4 tipos de NADPH oxidasas (Esquema IV-4). 

Con estas células ya caracterizadas, analizamos la activación de las rutas de señalización de 

BCR-ABL. Comenzamos estudiando los niveles de fosforilación de la oncoquinasa, iniciadora 

de todas las vías. El silenciamiento de p22phox, revelaba una disminución de la activación de 

BCR-ABL respecto a las células control luciferasa (LUC), coincidiendo con lo que habíamos 

visto con el DPI (Figura IV-27A).  
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Figura IV-27. Análisis de los niveles de fosforilación de BCR-ABL, STAT5 y ERK mediante 
transferencia de western en células K562 con la proteína p22

phox 
silenciada (p22

phox 
RNAi). Se 

cultivaron las células K562 Luciferasa y p22
phox 

RNAi a una densidad de 3,5x10
5 

células/ml durante 24 
horas y se analizaron los niveles de fosfo-BCR-ABL y BCR-ABL, utilizando como control de carga los 
niveles de tubulina (A), y los niveles de las formas fosforiladas de STAT5 y ERK1/2, empleando las 
mismas membranas para analizar los niveles totales de dichas proteínas (B). Se cargaron 40 µg de 

proteínas por carril. Los números debajo de las cajas indican la cuantificación de las bandas.  

 

El siguiente paso fue estudiar la activación de una diana directamente fosforilable por la 

quinasa fusogénica, como es STAT5, y la de una diana indirecta, como es ERK1/2. Tanto los 

niveles de fosfo-STAT5 (pSTAT5), como los de fosfo-ERK1/2 (pERK1/2), se encontraban 

reducidos en las células con menor actividad NOX (p22phox RNAi) respecto a las células 

control (LUC), es decir, ambas proteínas estaban menos activadas (Figura IV-27B), siendo el 

efecto más acusado en STAT5. 
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Además, en las imágenes obtenidas para el RNAi de p22phox, al igual que sucedía cuando 

tratábamos las células K562 con DPI,  se puede observar como los niveles totales de BCR-

ABL parecían verse también reducidos, mientras que ni la proteína utilizada como control de 

carga (Tubulina), ni los niveles totales de STAT5 y ERK se veían afectados por el 

silenciamiento de las p22phox (Figura IV-27), señalando nuevamente un papel de estos 

complejos enzimáticos como reguladores de la estabilidad de la quinasa  BCR-ABL. 

Por último, quisimos comprobar la afectacion de la proliferación en estas células en las que la 

interferencia de la proteína p22phox había reflejado una fuerte inhibición de la señalización.  

Observamos como tanto su crecimiento (Figura IV-28A), como su capacidad de formar 

colonias (Figura IV-28B) eran significativamente inferiores a los que presentaban las células 

K562 control luciferasa. 
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Figura IV-28. El silenciamiento de p22
phox

 disminuye la proliferación y la capacidad de formación 
de colonias de las células K562. La proliferación de las células K562 luciferasa y p22

phox 
RNAi fue 

analizada por el método del MTT (A). Se sembraron 1.000 células en medio semisólido de 
metilcelulosa y se contó el número de unidades formadoras de colonias 7 días después (B). Los 
resultados se muestran como la media ± ESM. ***p<0,001 refleja diferencias significativas respecto a 
las células control del silenciamiento (LUC). 

Estos resultados concuerdan en su totalidad con los obtenidos para el DPI, corroborando que, 

a pesar de ser un inhibidor general de flavoproteínas, sus efectos sobre nuestras células 

leucémicas se deben a la inhibición específica de las NADPH oxidasas.  

La conjunción de esta serie de experimentos demuestra finalmente una implicación directa de 

las NADPH oxidasas en el mantenimiento de la activación de las rutas de señalización de 

BCR-ABL, definiendo así una relación entre la producción de ROS por las NADPH oxidasas, 
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inducida por la quinasa oncogénica BCR-ABL, y la capacidad proliferativa de las células de 

LMC. 

9. ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS PTPs COMO REGULADORAS DEL ESTADO 

ACTIVO DE BCR-ABL: SHP1 Y SHP2 

Llegados a este punto, nuestro estudio indicaba que los inhibidores de NADPH oxidasas 

provocan un descenso en los niveles de ROS que disminuye la activación de las rutas de 

señalización dirigidas por la oncoproteína BCR-ABL, y como consecuencia, se produce una 

inhibición significativa de la proliferación de las células leucémicas.  

El hecho de que exista un fuerte efecto sinérgico cuando inhibimos al mismo tiempo el inicio 

de las cascadas de señalización, con los inhibidores de la quinasa BCR-ABL, y la producción 

de ROS, con inhibidores de la actividad NADPH oxidasas, en las células de leucemia mieloide 

crónica, sugiere la existencia de una conexion entre estas dos proteínas. Dada la alta 

sensibilidad de las fosfatasas, en particular de las proteína tirosina fosfatasas (PTPs), a la 

oxidacion de las Cisteínas de su centro activo (véase 1.3 del capítulo I) y teniendo en cuenta 

su función principal como reguladoras de la fosforilación en tirosina, estas enzimas podrían 

ser ese punto de unión BCR-ABL/NADPH oxidasas. 

En este sentido, ya se han descrito el papel de algunas fosfatasas como supresores 

tumorales de BCR-ABL, como por ejemplo PP2A (Neviani et al., 2005), PTEN (Peng et al., 

2010) o TCPTP (Mitra et al., 2013), cuyas actividades parecen estar inhibidas en LMC, y 

cuando estas proteínas son activadas, bien molecularmente, bien farmacologicamente, la 

fosforilación, y por tanto activación de la oncoquinasa BCR-ABL queda suprimida en gran 

medida, induciendo también su degradación.  

Nuestro interés se centro en las PTPs SHP1 y SHP2 (del inglés, “SH2-domain-containing 

protein tyrosine phosphatase-1 y 2”) por ser dos enzimas altamente expresadas en células 

hematopoyéticas e implicadas en la regulación de su función y crecimiento (Mizuno et al., 

1996; Lechleideret al., 1993; Qu et al., 1998 ; Qu et al., 2001). A pesar de tener secuencias 

con alto porcentaje de identidad, a menudo muestran funciónes biologicamente opuestas, 

siendo habitualmente SHP1 (también denominada SHPTP1, PTP1C o HCP) un regulador 

negativo de la señalización y SHP2 (también denominada SHPTP2 o Syp) un regulador 

positivo (Chong and Masiese, 2007 ; Wang et al., 2006). La actividad de estas proteínas ha 
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sido también relacionada con la leucemia mieloide crónica. Se ha visto en pacientes que la 

presencia de niveles de SHP1 significativamente reducidos está asociada a la progresión de 

la enfermedad a la fase blástica (Amin et al., 2007), y a una mayor resistencia al tratamiento 

con el inhibidor de BCR-ABL imatinib (Esposito et al., 2011). SHP2 parece formar parte de un 

complejo proteico asociado a BCR-ABL y ser altamente fosforilada por esta oncoquinasa. Más 

recientemente se ha encontrado también que la transformación de las células 

hematopoyéticas por BCR-ABL requiere la presencia de SHP2, asignándole un posible papel 

en la estabilidad de esta proteína (Chen et al., 2007; Sattler et al., 1997; Tauchi et al., 1994). 

Si bien, la función exacta de estas fosfatasas en los efectos mediados por BCR-ABL es 

todavía desconocida. 

9.1. Efecto de SHP1 y SHP2 en los niveles de fosforilación de BCR-ABL en 

células K562. 

Lo primero que hicimos fue comprobar que ocurría con los niveles de fosforilación de BCR-

ABL en la línea K562 con la proteína SHP1 silenciada, aprovechando que esta línea había 

sido previamente generada en nuestro laboratorio mediante interferencia del ARN (RNAi), 

comparándola con las K562 Luciferasa (LUC), línea control del silenciamiento. Observamos 

como efectivamente, los niveles de fosfo-BCR-ABL (p-BCR-ABL) aumentan significativamente 

cuando SHP1 se encuentra interferida, incluso aumentan también los niveles totales de la 

proteína quinasa, indicando una mayor activación y estabilidad de BCR-ABL (Figura IV-29B), 

probablemente por una menor degradación.   
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Figura IV-29. Análisis de los niveles de fosforilación de BCR-ABL mediante transferencia de 
western en células K562 con SHP1 silenciada (SHP1 RNAi). Se cultivaron las células K562 LUC y 
SHP1

 
RNAi a una densidad de 3,5x10

5 
células/mL durante 24 horas y se analizaron los niveles totales 
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de SHP1 para comprobar el silenciamiento de dicha proteína, tomando como control células donde se 
ha interferido la expresión de luciferasa de luciérnaga (A) y los niveles de  pBCR-ABL y BCR-ABL (B). 
Se cargaron 40 µg de proteínas por carril. Como control de carga los niveles de tubulina. Los números 
debajo de las cajas indican la cuantificación de las bandas.  

Intentamos esta misma aproximación también para SHP2, pero la línea K562 no mostraba un 

silenciamiento significativo de esta fosfatasa al analizar la efectividad de la interferencia del 

ARN, por lo que no obtuvimos resultados. Por este motivo, intentamos obtener un mayor 

silenciamiento de SHP2 en la línea Boff210, utilizando la misma técnica y diseñando nuevos 

oligonucleótidos de interferencia, en este caso para el ARNm de raton. Sin embargo, no 

fuimos capaces de obtener una disminución consistente de los niveles de SHP2. 

9.2. Efecto de SHP1 y SHP2 sobre la proliferación de células K562. 

Confirmada BCR-ABL como una diana, directa o indirecta, de la actividad de la PTP SHP1, 

comprobamos si esta menor fosforilación de BCR-ABL se correspondía con un mayor 

crecimiento de las células K562. Efectivamente, se producía un ligero aumento, aunque 

significativo, de la proliferación celular al reducir los niveles de SHP1 (Figura IV-30A). Ante la 

falta de silenciamiento de SHP2 en las líneas celulares K562 y Boff210 generadas, recurrimos 

al uso de un inhibidor sustrato-competitivo descrito como específico para esta fosfatasa a 

concentraciones bajas (Hellmuth et al., 2008). La proliferación de K562, al contrario que 

veíamos para SHP1, no se veía afectada al inhibir SHP2 (Figura IV-30B). 

0

20

40

60

80

100

120

140

LUC SHP1 RNAi

%
  P

ro
li
fe

ra
tc

ió
n

n=5

n=6

**

0

20

40

60

80

100

120

%
 P

ro
li
fe

ra
c
ió

n

Concentración inhibidor SHP2  (µM)

A) B)

 

Figura IV-30. Análisis de la proliferación celular de K562 ante el silenciamiento de SHP1 
mediante interferencia del ARN y la inhibición de SHP2. La proliferación de las células K562 LUC y 
SHP1

 
RNAi fue analizada por el método del MTT (A). Las células K562 se cultivaron a una densidad de 

2x10
5 

células/mL con el inhibidor de SHP2 PTPV y se analizó la proliferación mediante MTT 48 horas 
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después (B). Los resultados se muestran como la media ± ESM de 5 (A) o 3 (B) experimentos. 
**p<0,01 refleja diferencias significativas respecto a las células control del silenciamiento (LUC). 

 

9.3. Medida de la actividad de SHP1 y SHP2 en células Boff210 bajo 

inhibidores de la actividad NADPH oxidasas e inhibidores de BCR-

ABL. 

Una vez comprobada la implicación de la fosfatasa SHP1 en el estado activo de la quinasa 

BCR-ABL, quisimos estudiar como afectaban nuestros tratamientos a su actividad fosfatásica. 

Así, tras 16 horas con los tratamientos imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la combinación de ambos, 

procedimos a inmunoprecipitar las proteínas SHP1 y SHP2 y medir su actividad espécifica. 

Tras la medida de la actividad, los inmunoprecipitados fueron analizados mediante 

transferencia de western para corroborar que los resultados obtenidos no fueran 

consecuencia de una diferencia en la concentración de proteína presente en cada reacción. 

En primer lugar realizamos estos experimentos en K562, pero la actividad que detectábamos, 

era realmente baja, no permitía obtener resultados fiables. De hecho, está descrito que las 

células BCR-ABL positivas presentan una actividad total de PTPs muy reducida (Sattler et al., 

2000). Por esto recurrimos una vez más a la línea Boff210. En estas células, tanto la 

inhibición de BCR-ABL con imatinib, como la de NADPH oxidasas con DPI, como la 

combinación conjunta de ambas, provocaba un aumento significativo de la actividad de SHP1 

(Figura IV-31A).  

Sin embargo, la actividad  de SHP2, únicamente se veía modificada por la inhibición de BCR-

ABL, mostrando, curiosamente, un aumento significativo (Figura IV-31B), en contra de lo que 

cabría esperar por lo que hay publicado sobre esta proteína en LMC (Chen et al., 2007; 

Scherr et al., 2012).  
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Figura IV-31. Análisis de la actividad específica de las PTPs SHP1 y SHP2 bajo los distintos 
tratamientos en células Boff210. Las células Boff210 se cultivaron a una densidad de 3,5x10

5 

células/mL con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la combinación IM+DPI. 16 horas después se analizó la 
actividad fosfatásica de SHP1 (A) y SHP2 (B). Los resultados se muestran como la media ± ESM. 
**p<0,01 y *p<0,05 reflejan diferencias significativas respecto a las células no tratadas. A la derecha se 
muestra una imagen representativa de los inmunoprecipitados de SHP1 (A) y SHP2 (B) tras la medida 
de la actividad, analizados mediante transferencia de western. Los números debajo de las cajas 
corresponden a la cuantificación de cada banda. 

Estos resultados indican que el aumento en la actividad SHP1 debido a la disminución de 

niveles de ROS, parece estar relacionado con la atenuacion de la señalización de BCR-ABL 

observada con los distintos tratamientos, siendo este efecto específico para SHP1, ya que la 

actividad de SHP2 no se veía afectada por el tratamiento con DPI (Figura IV-31B) y su 

inhibición no afectaba tampoco a la proliferación celular (Figura IV-30B). 
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10.    ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR EN LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS K562. 

El ciclo celular es otro de los procesos en el que están altamente implicadas las especies 

reactivas del oxígeno, ya que varias proteínas reguladoras del ciclo poseen motivos sensibles 

a oxidacion en su sitio activo, como son los residuos de cisteína. Esto indica que cambios en 

el estado redox intracelular pueden jugar un papel muy importante en la regulación de la 

progresión del ciclo celular de fase G0/G1 a fase S, G2 y M. (Revisado en Burhans and Heintz, 

2009). Parece ser además que varios genes reguladores del ciclo celular participan también 

en los mecanismos moleculares y celulares de la patogénesis en LMC (Grineva et al., 2012). 

Por lo tanto, la alteración del ciclo celular puede ser parte del mecanismo de acción de 

nuestros tratamientos 

Estudiamos, mediante tinción de las células con ioduro de propidido (IP) y su posterior 

adquisición por citometría, la distribución de las fases del ciclo de las células leucémicas K562 

tras 24, 32 y 48 horas bajo el tratamiento con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o ambos agentes.  

10.1. Bloqueo de la progresión del ciclo celular por la inhibición de la 

actividad NADPH oxidasa. 

Comenzamos analizando los perfiles de ciclo celular de células K562 obtenidos en el 

citómetro. Mientras que las células tratadas únicamente con imatinib presentaban un ciclo 

bastante similar al de las células control, con un ligero bloqueo en la fase G0/G1, el DPI 

provocaba un fuerte bloqueo de las células en la fase G2/M que parecía verse continuado en 

el tiempo (Figura IV-32). Curiosamente, la combinación de ambos inhibidores (imatinib + DPI) 

provocaba un bloqueo en el ciclo celular que parecía cambiar a medida que aumentaba el 

tiempo de tratamiento de las células: a las 24 horas, se manifiesta un bloqueo en la fase G2/M 

similar, incluso ligeramente superior, al observado en los perfiles del DPI, sin embargo, a 

medida que avanzaba el tiempo en presencia de ambos inhibidores, las células van 

mostrando un perfil mucho más parecido al del imatinib, con el mayor porcentaje de células 

en fase  G0/G1.  
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Figura IV-32. Análisis del efecto de los inhibidores de NADPH oxidasas y BCR-ABL sobre la 
distribución de las células K562 en las fases del ciclo celular. Las células K562 se cultivaron a una 
densidad de 2x10

5 
células/mL con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la combinación IM+DPI. Tras 24, 32 y 

48 horas las células se fijaron con etanol 70 % y se marcaron con una solución de ioduro de propidio. 
Se analizaron por citometría las células viables. A) Perfiles de citometría (FACS) de la distribución de 
las células en el ciclo celular. Se muestra un experimento representativo. M1=fase G0/G1, M2=fase S, 
M3=fase G2/M. B) Porcentaje de células distribuídas en cada fase del ciclo celular. Los resultados se 
muestran como la media ± ESM de 5 experimentos diferentes.  
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Para definir la fase exacta del ciclo celular (fase G2 o fase M) en la que se estaba produciendo 

el bloqueo por la inhibición de las NADPH oxidasas, analizamos por transferencia de western 

el efecto del DPI, solo o en combinación con imatinib, sobre dos de las proteínas clave que 

caracterizan la entrada en mitosis: i) WEE1: proteína clave en el punto de control (“check 

point”) G2 del ciclo. Esta quinasa fosforila e inactiva a Cdk1, impidiendo su unión con la ciclina 

B, y por tanto, inhibiendo la entrada de las células en mitosis (Squire et al., 2005). La 

deficiencia de WEE1 en estadíos tardíos del desarrollo provoca desordenes del crecimiento y 

muerte celular (Tominaga et al., 2006);  ii) fosfo-Histona H3: la fosforilación de la Histona H3 

(tanto en la Ser10, Ser28 como en la Tyr-3),  ocurre al final de la fase G2, inicio de la profase, 

y parece tener un papel importante en la condensación de los cromosomas, siendo 

desfosforilada al final de la mitosis (Wang and Higgins, 2012).  
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Figura IV-33. Análisis de los niveles de WEE1 y fosfo-HistonaH3 mediante transferencia de 
Western en las células K562. Las células K562 se cultivaron a una densidad de 3,5x10

5 
células/mL 

con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la combinación IM+DPI. Tras 24h, 32h y 48h se analizaron los niveles 
de WEE1 y               pHistonaH3. Se cargaron 50 µg de proteínas por carril. Como control de carga se 
analizaron los niveles de la proteína GAPDH. Los números debajo de las cajas indican la cuantificación 
de las bandas. 

 

Vemos como el tratamiento con DPI o con la combinación de inhibidores (imatinib + DPI) 

provocaba una disminución de los niveles de WEE1 y un aumento de la forma fosforilada de 

la Histona H3 (Figura IV-33), manifestándose también, curiosamente, un efecto, aunque 

bastante menos acusado, con el inhibidor de BCR-ABL imatinib. Estos resultados indican una 

entrada de las células en mitosis, por lo que el bloqueo observado en los perfiles de ciclo  
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tiene lugar  en la fase M y no en G2. Este resultado nos resultó curioso, ya que según la 

bibliografía revisada, el Imatinib parece conducir las células a un estado de quiescencia en la 

fase G1  mediante la sobreexpresión de Cdh1, degradación de SKp2 y acumulación de p27 

(Wang et al., 2012) y el DPI, sería capaz, según los diferentes autores, bien de bloquear la 

transición de la fase G0 / G1 a la fase S del ciclo (Song et al., 2008);o bien de provocar la 

parada de las células en la fase G2, impidiendo la acumulación de la ciclina B1, y por tanto la 

entrada de las células en mitosis (Scaife, 2004). Pero en ningún caso se había descrito un 

bloqueo dentro de la fase de mitosis por parte de estos fármacos. Si bien, aunque algunas de 

las líneas celulares en las que se describían dichos efectos del DPI eran también líneas 

tumorales (cáncer colorrectal y leucemia promielocítica), no correspondían a líneas celulares 

de Leucemia mieloide crónica, lo que nos hace pensar, observando nuestros resultados, que 

el efecto de la inhibición de las NADPH oxidasas por el DPI sobre el ciclo celular podría ser 

diferente  dependiendo del tipo de células que estén siendo tratadas.   

 

10.2. Efecto de los inhibidores de la actividad NADPH oxidasa sobre la 

Inestabilidad genómica. 

Está descrito que la expresión de BCR-ABL inicia un ciclo de inestabilidad genómica, que 

potencia la creación de otras mutaciones que van a favorecer la progresión de la 

carcinogénesis. Esta quinasa oncogénica induce específicamente la producción de ROS vía 

NADPH oxidasas, que van a causar daños en el ADN, especialmente roturas de doble hebra 

(DSBs, del inglés “Double-staranded breaks”). Habitualmente, el daño en el ADN induce como 

respuesta cambios transcripcionales, activación de puntos de control del ciclo celular, y, 

según el daño, bien reparación del ADN o bien apoptosis. Sin embargo, en células de 

Leucemia mieloide crónica, se ha visto que las dos principales mecanismos de reparación de 

las DSBs existentes en las células de mamíferos, denominadas HRR (del inglés “Homologous 

recombination repair”) y NHEJ (del inglés “nonhomologous end-joining”) se encuentran 

anormalmente estimulados, demostrando una eficiencia de reparación significativamente 

incrementada respecto a células hematopoyéticas normales, de manera que, aunque las 

células acumulan gran cantidad de mutaciones, estas son capaces de sobrevivir y la 

inestabilidad genómica resultante conduce a la progresión de la enfermedad (Nowicki et al., 

2004 ; Sallmyr et al., 2008). 
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A la vista del fuerte bloqueo en mitosis descrito en el punto anterior, nos pareció interesante 

analizar la aparición de daños en el ADN, en concreto DSBs, tras someter a las células a los 

distintos inhibidores. Para ello medimos mediante citometría de flujo los niveles de γH2AX 

presentes en las células K562. 
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Figura IV-34. Análisis del efecto de los inhibidores de NADPH oxidasas y de BCR-ABL sobre  la 
generación de roturas de doble hebra en el ADN (DSBs) mediante la medida de γH2AX. Las 
células K562 se cultivaron a una densidad de 2x10

5 
células/mL con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la 

combinación IM+DPI. Tras 24, 32 y 48 horas se analizó mediante citometría la presencia de γH2AX en 
las células. Los resultados se muestran como la media ± ESM de 4 experimentos diferentes. 
###

p<0,001, 
##

p<0,01 y 
#
p<0,05 reflejaban diferencias significativas respecto a las células no tratadas. 

***
p<0,001 y 

**
p<0,01  reflejaban diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con 

imatinib. 
+++

p<0,001 reflejaba diferencias significativas respecto a células tratadas únicamente con DPI. 

Los resultados mostraban un incremento significativo en los niveles de γH2AX, especialmente 

tras el tratamiento de las células con DPI o la combinación imatinib + DPI (Figura IV-34), lo 

que parece indicar que el bloqueo que provocan estos inhibidores en mitosis, como cabría 

esperar, daría lugar a una mayor acumulación de roturas en el ADN. 

10.3. Efecto de la inhibición de NADPH oxidasas sobre la viabilidad celular. 

Por último, y tras observar el daño en el ADN que presentaban las células tras los 

tratamientos, centramos nuestra atención en la fase Sub G1 del ciclo celular. Esta fase 

representa a las células con un reducido contenido en ADN, lo que se corresponde 

generalmente con células apoptóticas que están sufriendo rotura y pérdida en el ADN. Nos 
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resultó muy curiosa la aparición de una fase Sub G1 muy marcada para los distintos 

tratamientos, especialmente para el DPI y la combinación imatinib+DPI (Figura IV-35). Los 

perfiles mostraban como el porcentaje de células K562 en esta fase se incrementaba 

significativamente a medida que aumentaba el tiempo de incubación con los distintos agentes. 

Se observaba además que, para todos los tratamientos y tiempos estudiados, la mayor 

cantidad de células distribuídas en esta fase se correspondía siempre con la inhibición 

conjunta de las NADPH oxidasas y BCR-ABL (Figura IV-35). Es decir, que los tratamientos 

individuales eran capaces de aumentar la apoptosis de las células, siendo el efecto más 

significativo para la combinación de tratamientos. 
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Figura IV-35. Análisis del efecto de los inhibidores de NADPH oxidasas y BCR-ABL sobre la 
distribución de las células en la fase Sub G1 del ciclo celular. Las células K562 se cultivaron a una 
densidad de 2x10

5 
células/mL con imatinib 0,5 µM, DPI 5 µM o la combinación IM+DPI. Tras 24, 32 y 

48 horas las células se fijaron con etanol 70 % y se marcaron con una solución de ioduro de propidio 
para ser analizadas por citometría. A) Perfiles de citometría (FACS) de la distribución de las células en 
la fase Sub G1. B) Diagrama de barras del porcentaje de células en fase Sub G1. Los resultados se 
muestran como la media ± ESM de 5 experimentos diferentes. 

###
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diferencias significativas respecto a las células no tratadas. ***
p<0,001 y 

**
p<0,01  reflejan diferencias 

significativas respecto a células tratadas únicamente con imatinib. 
+
p<0,05 refleja diferencias 

significativas respecto a células tratadas únicamente con DPI. 

 

Al obtener estos resultados, decidimos ampliar el estudio llevando a cabo ensayos de viabilidad 

de las células. Tras 48 horas de incubación con los diferentes inhibidores (imatinib, DPI o 

ambos), el porcentaje de células viables (células Anexina V
-
/7ADD

-
) se veía claramente 

disminuído por todos los tratamientos, aumentando el número de células en apoptosis 

temprana (Anexina V
+
/7AAD

- ), especialmente con la doble combinación de inhibidores (Figura 

IV-36), lo que concuerda con el incremento de células observado en la fase Sub G1 tras los 

distintos tratamientos. 

Control

86,6 10,3

1,1 1,9

Imatinib

40,9 39,5

4,7 14,9

Combinación

6,062,2

64,427,4

DPI 

1,5 3,33

41,5 53,6

ANEXINA V

7
A

A
D

A)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Vivas (-/-) Apoptosis temprana (+/-) Apoptosis tardía (+/+) Necrosis (-/+)

%
 c

é
lu

la
s
 

Control Imatinib 0,5 μM DPI 5 μM Combinación

B)

 

Figura IV-36. Análisis del efecto de los inhibidores de NADPH oxidasas y BCR-ABL sobre la 
viabilidad celular. Las células K562 se cultivaron a una densidad de 2x10

5 
células/mL con imatinib 0,5 

µM, DPI 5 µM o la combinación IM+DPI. La viabilidad de las células se analizó 48 horas después 
mediante citometría. A) Gráfica de puntos de un experimento representativo. B) Media ± ESM del 
porcentaje de células de 3 experimentos diferentes.  
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Teniendo en cuenta todos estos resultados, y revisando el efecto que se describe en la 

literatura de estos inhibidores de BCR-ABL y NADPH oxidasas sobre las células, nuestra 

hipótesis para explicar el efecto del tratamiento combinado en la distribución de las fases del 

ciclo a los distintos tiempos y el aumento progresivo de células en fase sub G1 que provoca 

es la siguiente: cuando combinamos el imatinib con el DPI, el efecto del DPI, es decir, de la 

inhibición de la producción de ROS vía NADPH oxidasas, prevalecería en un primer ciclo 

celular (24 horas), provocando una parada de las células en el inicio de la mitosis. Este 

bloqueo en la fase M se acompañaría de un aumento del daño en el ADN. En un segundo 

ciclo (32 y 48H), el imatinib, que parece conducir las células a un estado de quiescencia en la 

fase G1 (Wang et al., 2012) , superpondría su efecto, empujando a las células a la salida del 

bloqueo ejercido por el DPI y a la consecución de  una mitosis “catastrófica” (Scaife, 2004), 

donde la gran cantidad de errores y roturas de doble hebra del DNA acumulados superaría la 

capacidad de reparación que poseen las células leucémicas, abocando estas células 

cancerosas a la apoptosis.  

Por tanto, el bloqueo del ciclo celular, la generación de DSBs y la inducción de la apoptosis 

como respuesta obtenida a la inhibición de las NADPH oxidasas (con DPI) o a su 

combinación con la inhibición de BCR-ABL (imatinib+DPI), explicarían, junto con la 

inactivación de las rutas de señalización por la disminución de la producción de ROS, la 

fuerte disminución de la proliferación de las líneas celulares y de las CMNs de pacientes 

ejercida por los distintos tratamientos, descrita al principio de este capítulo. 

11.   PATRÓN DE EXPRESIÓN DE NADPH OXIDASAS DE LAS CÉLULAS DE 

LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA. 

La mayoría de las células expresan varias NADPH oxidasas (revisado en Bedard and Krause, 

2007), presentando patrónes diferentes según el tipo celular. En base a esto podríamos 

pensar en dos opciónes válidas respecto a esta familia de enzimas, ambas plausibles 

teniendo en cuenta la alta importancia de los ROS como segundos mensajeros: la primera 

sería la existencia de una redundancia de isoformas, de manera que si una de ellas no 

pudiera llevar a cabo su función, el resto fueran capaces de mantener los niveles de ROS 

intracelulares correspondientes, evitando cambios drásticos en las células, o bien, la segunda 

opción sería que las distintas isoformas presentaran una especificidad de función dentro de 

los distintos tipos celulares. Así, nos fijamos como último objetivo tratar de averiguar cuál de 
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estas dos hipótesis es correcta en nuestras células para evaluar si sería más apropiado 

utilizar como estrategia terapeútica en Leucemia mieloide crónica inhibidores globales de 

NADPH oxidasas o inhibidores específicos contra una determinada isoforma.  

11.1. Análisis del patrón de expresión de la familia NADPH oxidasas en 

células K562 y células CMNs de médula osea de pacientes. 

Para desarrollar este objetivo, analizamos en primer lugar, mediante PCR a tiempo real o 

cuantitativa (RT-qPCR) y utilizando oligonucleotidos específicos frente al ARNm de cada 

isoforma humana, el patrón particular de expresión de la familia NADPH oxidasa en la línea 

celular K562 y en las células mononucleadas de pacientes. Seguimos el método de la curva 

estándar (descrito en el capítulo II, 5.14), de manera que, a partir de una concentración de 

ADNc, obtenido mediante retrotranscripcion del ARN, se realizaron diluciónes seriadas, 

teniendo así varias concentraciones diferentes de partida para la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), con las que obtuvimos la recta patrón indicativa de la expresión de cada 

isoforma. Los puntos que forman esta recta son los ciclos umbral de amplificación (Ct) 

obtenidos para cada reacción de PCR, y por tanto para cada dilución, de manera que la 

pendiente de la recta va a señalar el intervalo de ciclos de PCR transcurridos entre el inicio de 

la amplificación de una concentración de ADNc y su dilución consecutiva. En nuestro caso, el 

factor de dilución utilizado es 1:5, por lo tanto, la isoforma que se esté expresando debe 

poseer una pendiente negativa muy cercana a 3,3, que serían el número de ciclos de 

amplificación necesarios para que la cantidad de ADN de partida se multiplicara por 5. Las 

curvas de amplificación, la recta estándar y las curvas de degradación obtenidas durante el 

estudio de las distintas NADPH oxidasas en la línea K562 quedan reflejadas en la figura IV-37 

y IV-38. 
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    Figura IV-37. Análisis de la expresión de las 4 isoformas de la familia NADPH oxidasa 

NOX3

NOX2

NOX1

NOX4
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dependientes de la proteína reguladora p22
phox

. Se analizó mediante RT-qPCR la expresión del 
ARNm de los distintos miembros de la familia NADPH oxidasas en la línea celular K562. Se muestra un 
ejemplo representativo para cada isoforma. De izquierda a derecha: curva de amplificación, recta 
estándar y curva de desnaturalización (en inglés, Melt curve). 

NOX5

DUOX2

DUOX1

 

Figura IV-38. Análisis de la expresión de las 3 isoformas de la familia NADPH oxidasa 
dependientes de Ca

2+
. Se analizó mediante RT-qPCR la expresión del ARNm de los distintos 

miembros de la familia NADPH oxidasas en la línea celular K562. Se muestra un ejemplo 
representativo para cada isoforma. De izquierda a derecha: curva de amplificación, recta estándar y 
curva de desnaturalización (en inglés, Melt curve). 
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Este análisis concluyó que las células K562 expresan 3 de los 7 miembros de la familia 

NADPH oxidasa: NOX2, NOX5 y DUOX2 (Figura IV-37 y IV-38). Un estudio posterior 

mediante el método comparativo Ct (2-ΔΔCt) (Schmittgen and Livak, 2008) manifestaba además 

una expresión diferencial de estas tres isoformas, siendo NOX2 la más abundante, seguida 

de la expresión de NOX5, y por último, de DUOX2 (Figura IV-39A). La superior expresión de 

NOX2 frente a NOX5 y DUOX2 era esperable, ya que recordemos que es también conocida 

como la “oxidasas de fagocitos” y su presencia en leucocitos está ampliamente descrita 

(Revisado en Bedard and Krause, 2007) El mismo estudio se desarrollo para las células 

CMNs de médula osea en cuatro pacientes diferentes, obteniendo gráficas de amplificación 

muy similares a las mostradas para la línea celular K562 (Figura IV-37 y IV-38). NOX2 y 

NOX5 estaban expresadas en todos los individuos analizados, DUOX1 o DUOX2 se 

expresaban en tres de los cuatro pacientes, y tan solo uno de ellos expresaba NOX3 (Figura 

IV-39B), siendo siempre NOX2 la isoforma predominante. 
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Figura IV-39. Patrón diferencial de expresión de la familia NADPH oxidasa en células K562 y 
células CMNs de médula osea de paciente. Se analizó mediante RT-qPCR la expresión del ARNm 
de los distintos miembros de la familia NADPH oxidasas en la línea celular K562 (A) y en CMNs 
procedentes de médula osea de pacientes con LMC (B). Los resultados se muestran como la media ± 
ESM de varias PCRs (A) o como la media ± ESM de reacciónes en triplicado para cada paciente. 

Por tanto, el patrón particular de expresión de las células CMNs de pacientes de LMC era 

muy similar al de la línea celular K562, lo que significa que las células K562 son un modelo 
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muy adecuado para estudiar la función de las NADPH oxidasas en leucemia mieloide crónica. 

Sorprendentemente, no se produce la expresión de NOX4 en ningún caso. Este dato nos 

pareció muy relevante ya que la expresión de esta isoforma ha sido descrita en varios tipos 

celulares hematopoyéticos (Guida et al., 2014; Zhang et al., 2013). De hecho, existe una 

publicación que señala directamente a NOX4 como la fuente de la producción de ROS 

inducida por BCR-ABL (Naugton et al., 2009), donde también nombran la existencia de 

expresión en células LMC de NOX1, si bien estos autores desarrollan su trabajo con una línea 

celular murina, similar a la línea celular Boff210 que nosotros hemos empleado en algunos 

experimentos, en lugar de humana. Reddy y colaboradores describen en un trabajo reciente 

(Reddy et al., 2010) el patrón de expresión de NADPH oxidasas en la línea celular humana 

KU812, positiva para BCR-ABL, donde determinan la expresión de NOX2, NOX4 y NOX5. 

Además silencian cada isoforma mediante la interferencia del ARN y afirman que la inhibición 

de NOX4 no afecta a los niveles intracelulares de ROS pero si reduce significativamente el 

crecimiento y migracion de estas células leucémicas. Sus resultados difieren en gran medida 

de los nuestros, ya que nosotros detectamos la expresión de DUOX2 y no la de NOX4. La 

disparidad de nuestros trabajos podría ser debida a que su línea celular modelo deriva de la 

sangre periférica de un paciente con LMC, mientras que tanto las células K562 como las 

células CMNs de paciente proceden de médula osea. Además, a diferencia de estos autores, 

nosotros hemos analizado el patrón de expresión en pacientes y no hemos detectado NOX4 

en ninguno de los individuos. 

11.2. Silenciamiento de las NADPH oxidasas expresadas en K562 

Para comprobar como se veía afectada la señalización de BCR-ABL, y por ende la 

proliferación de las células K562 por las distintas NADPH oxidasas, generamos líneas 

estables mediante ARN de interferencia (RNAi) donde cada una de las NADPH oxidasas 

(NOX2, NOX5 o DUOX2) estuviera silenciada, utilizando como control la interferencia del 

ARNm de la luciferasa de luciérnaga (K562 LUC). El silenciamiento fue analizando mediante 

RT-qPCR, comprobando como la expresión del ARNm de cada enzima había sido reducida 

en su línea celular correspondiente respecto a las células control LUC (Figura IV-40). 
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Figura IV-40. Análisis del silenciamiento de la expresión de NOX2, NOX5 y DUOX2 en células 
K562. Se analizó mediante RT-qPCR los niveles de expresión del ARNm de NOX2, NOX5 y DUOX2 en 
las líneas celulares generadas mediante interferencia del ARN (RNAi). Los resultados se muestran 
como la media ± ESM. ***p<0,001 refleja diferencias significativas de expresión respecto a las células 
control del silenciamiento K562 luciferasa (LUC). La línea discontínua de puntos representa la 
expresión de las distintas isoformas en dichas células control. 

Una vez obtenidas las tres líneas de interferencia, estudiamos su clonogenicidad y 

observamos como la inhibición de la expresión de cualquiera de las tres NADPH oxidasas 

provocaba una reducción significativa de la capacidad de las células para formar colonias 

(Figura IV-41). 
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Figura IV-41. El silenciamiento de cualquiera de las NADPH oxidasas expresadas en K562 
disminuye la capacidad de formación de colonias de las células. Se sembraron 1000 células de 
cada línea celular en medio semisólido de metilcelulosa y se contó el número de CFUs formadas 
después de 7 días. Los resultados se muestran como la media ± ESM. ***p<0,001 refleja diferencias 
significativas respecto a las células control del silenciamiento K562 luciferasa.  
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La señalización también se veía afectada por el silenciamiento de estas enzimas, detectando 

un descenso en los niveles de fosforilación tanto de BCR-ABL, como de sus dianas STAT5 y 

ERK1/2, y por tanto una menor activación de dichas proteínas (Figura IV-42). 
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Figura IV-42. Análisis de los niveles de fosforilación de BCR-ABL, STAT5 y ERK1/2 mediante 
transferencia de western en células K562 con la actividad NADPH oxidasa silenciada mediante 
interferencia del ARN (RNAi). Se cultivaron las células K562 luciferasa (LUC), NOX2 RNAi, NOX5 
RNAi y DUOX2 RNAi a una densidad de 3,5x10

5 
células/mL durante 24 horas y se analizaron los 

niveles de pBCR-ABL y BCR-ABL, tomando como control de carga los niveles de la proteína tubulina 
(A) y los niveles de pERK1/2 y p-STAT5, empleando las mismas membranas para analizar los niveles 
totales de dichas proteínas (B). Se cargaron 40 µg de proteínas por carril. Los números debajo de las 

cajas indican la cuantificación de las bandas.  

El efecto del silenciamiento de NOX2 captó nuestra atención, ya que pese a ser la isoforma 

más expresada en las células leucémicas, su inhibición tan solo reflejaba un ligero descenso 

en la activación de la quinasa BCR-ABL (Figura IV-42A), y sin embargo, sí suponía una fuerte 

disminución de la fosforilación de STAT5 y ERK1/2 (Figura IV-42B) y de la formación de 

colonias (Figura IV-41). Además, si nos fijamos en la cuantificación de las bandas 

especificada en la figura IV-42A Y IV-42B, el efecto sobre la activación de las rutas obtenido 

en la línea celular NOX2 RNAi parecía menor que el obtenido para las líneas celulares NOX5 

y DUOX2 RNAi. No obstante, en este caso, no podemos discriminar si esta diferencia 

cuantitativa observada respondía a una menor implicación de esta isoforma (NOX2) en la 

activación de estas rutas de señalización, o bien era debida a un menor porcentaje de NOX2 
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silenciada (55%) frente a las dos enzimas restantes en sus líneas correspondientes (70% 

para NOX5 y 75% para DUOX2) (figura IV-40).  

En conjunto, estos resultados concordarían con una redundancia de función de las tres 

NADPH oxidasas expresadas por las células K562, al menos en lo relativo a señalización y 

clonogenicidad. Para corroborarlo, generamos con la misma metodología nuevas líneas K562 

donde interferimos más de una isoforma al mismo tiempo, llevando a cabo todas las 

combinaciónes posibles para las tres isoformas expresadas en LMC. Así obtuvimos cuatro 

nuevas líneas celulares donde se encontraban silenciadas: i) NOX2 y NOX5; ii) NOX2 y 

DUOX2; iii) NOX5 y DUOX2; iv) NOX2, NOX5 y DUOX2 (Figura IV-43).  
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Figura IV-43. Análisis del silenciamiento múltiple de la expresión de NOX2, NOX5 y DUOX2 en 
células K562. Se analizaron mediante RT-qPCR los niveles de expresión del ARNm de NOX2, NOX5 y 
DUOX2 en las líneas celulares generadas mediante interferencia del ARN (RNAi). Los resultados se 
muestran como la media ± ESM. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 reflejan diferencias significativas de 
expresión respecto a las células control del silenciamiento K562 luciferasa (LUC). La línea discontínua 
de puntos representa la expresión de las distintas isoformas en dichas células control. 

 

Utilizando nuevamente como control las K562 Luciferesa (LUC), observamos como, 

efectivamente, la activación de BCR-ABL estaba mucho más comprometida en las células 

donde más de una isoforma NADPH oxidasa había sido silenciada que en las células que 

tenían bloqueada la expresión de NADPH oxidasas de manera individual (Figura IV-44A), 

sucediendo lo mismo con el estado activo de STAT5 (Figura IV-44B). Además, el 
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silenciamiento global de las tres isoformas expresadas en células K562 reflejaba un efecto 

ligeramente superior al del silenciamiento por parejas. 
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Figura IV-44. Análisis de los niveles de fosforilación de BCR-ABL y STAT5 mediante 
transferencia de western en células K562 con silenciamiento múltiple de NADPH oxidasas 
mediante interferencia del ARN (RNAi). Todas las líneas K562 generadas mediante interferencia del 
ARN para silenciar las distintas isoformas NADPH oxidasa se cultivaron a una densidad de 3,5x10

5 

células/mL durante 24 horas y se analizaron los niveles de pBCR-ABL y BCR-ABL, tomando como 
control de carga los niveles de tubulina (A). Se analizaron también los niveles de pSTAT5, empleando 
las mismas membranas para analizar los niveles totales de dicha proteína (B). Se cargaron 40 µg de 

proteínas por carril. Los números debajo de las cajas indican la cuantificación de las bandas. 

Estos experimentos manifestaban que el mantenimiento de la activación de las rutas de 

señalización de BCR-ABL no recae en una única isoforma NADPH oxidasa, sino en el 

conjunto de miembros que las células expresan, lo que significa que, en leucemia mieloide 

crónica, el uso de inhibidores globales de NADPH oxidasas sería una estrategia terapeútica 

más adecuada y efectiva que el tratamiento con inhibidores específicos para las distintas 

isoformas de la familia.  

En conjunto, todos los resultados descritos en este trabajo indican que las células leucémicas 

LMC dependen de la actividad NADPH oxidasa para su crecimiento y supervivencia, y que el 
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uso de inhibidores específicos para esta familia de enzimas, tanto de manera independiente, 

como en combinación con inhibidores de la oncoquinasa BCR-ABL, es una estrategia 

terapeútica efectiva y novedosa para combatir la leucemia mieloide crónica que podría 

mejorar en el futuro los resultados que se consiguen en los pacientes con la terapia 

tradicional.
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1. El crecimiento de las células de leucemia mieloide crónica depende de la actividad 

NADPH oxidasa. 

2. La combinación de la inhibición de las NADPH oxidasas con la inhibición de la 

oncoquinasa BCR-ABL impide la proliferación de las células leucémicas de manera 

sinérgica, lo que abre nuevas perspectivas terapéuticas para esta enfermedad. 

 

3. El tratamiento de la leucemia mieloide crónica con inhibidores de NADPH oxidasas, tanto 

individualmente, como en combinación con inhibidores de la oncoquinasa BCR-ABL, es 

una estrategia terapeútica efectiva in vivo. 

4. La tasa de proliferación de las células leucémicas está directamente relacionada con los 

niveles intracelulares de ROS presentes en dichas células. 

5. La producción de ROS vía NADPH oxidasas es necesaria para el mantenimiento de la 

activación de las rutas de señalización iniciadas por la oncoquinasa BCR-ABL. La 

inhibición combinada de NADPH oxidasas y BCR-ABL provoca una mayor inactivación de 

la señalización. 

6. Las NADPH oxidasas están implicadas en la estabilidad de BCR-ABL a nivel de proteína. 

7. La PTP SHP1 es una de las fosfatasas responsables de la desfosforilación, y por tanto 

inactivación, de la oncoquinasa BCR-ABL. La disminución de las ROS mediante la 

inhibición de las NADPH oxidasas provoca un aumento de la actividad de SHP1. 

8. La inhibición de las NADPH oxidasas provoca un fuerte bloqueo del ciclo celular en la fase 

de mitosis, aumentando el daño en el ADN, abocando las células a la apoptosis. El 

tratamiento combinado con inhibidores de NADPH oxidasas y BCR-ABL  potencian el 

efecto apoptótico de los tratamientos individuales. 

9. Los pacientes con leucemia mieloide crónica no expresan las isoformas NOX1, NOX3 y 

NOX4 de la familia NADPH oxidasa. La expresión de NOX2 predomina en estas células. 

10. La inhibición específica de cualquiera de las NADPH oxidasas expresadas en las células 

de leucemia mieloide aguda dificulta su crecimiento y disminuye la activación de las rutas 

de señalización de BCR-ABL.  
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11. El tratamiento con inhibidores globales de las NADPH oxidasas sería un tratamiento 

más eficaz que la inhibición específica de las distintas isoformas. 
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