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1. RECEPTORES ERBB/HER Y SUS LIGANDOS 

1.1. Miembros de la familia ErbB/HER 

Los receptores de la familia ErbB/HER pertenecen a la súper familia de 

receptores tirosina quinasa (RTKs) (Carreón et al., 2012), y está compuesta por cuatro 

miembros: receptor para el crecimiento epidérmico EGFR/ErbB1/HER, c-

Neu/ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 y ErbB4/HER4 (Tebbutt, Pedersen, & Johns, 2013). La 

actividad de estos receptores se encuentra regulada por factores de crecimiento, y 

median una amplia variedad de respuestas celulares para responder correctamente a 

las señales del entorno (Tebbutt, Pedersen, & Johns, 2013; Zaczek, Brandt, & Bielawski, 

2005). Además, los receptores ErbB se expresan en una amplia variedad de tejidos de 

origen epitelial, mesenquimal y neuronal, donde juegan un papel importante tanto en 

el desarrollo, proliferación como en la diferenciación celular (Olayioye et al., 2000). Por 

todo ello, la sobreexpresión, amplificación o la adquisición de mutaciones en estos 

receptores se asocia al desarrollo de numerosos tipos de cáncer, convirtiéndoles en 

importantes dianas terapéuticas (Appert-Collin et al., 2015; Olayioye et al., 2000).  

1.2. Estructura y activación de los receptores  

Todos los miembros de la familia de receptores ErbB/HER presentan la misma 

estructura: 4 subdominios extracelulares (I-V) que forman el dominio de unión al 

ligando, una región hidrofóbica transmembrana, y una región intracelular donde se 

encuentra el dominio con actividad tirosina quinasa y la cola C-terminal con potenciales 

sitios de fosforilación (Leahy, 2004; Olayioye et al., 2000).   

La activación de los receptores se produce tras la unión del ligando a los 

subdominios I y III de la región extracelular (Burgess et al., 2003; Olayioye et al., 2000). 

Este suceso produce un cambio conformacional en la estructura del receptor, que pasa 

de una conformación cerrada o inactiva a una conformación activa, que supone la 

exposición del brazo de dimerización localizado en el subdominio II (Figura 1) (Burgess 

et al., 2003). La exposición de dicho brazo conduce a la dimerización entre receptores 

idénticos (homodimerización) o diferentes (heterodimerización) de la misma familia de 

receptores HER (Linggi & Carpenter, 2006; Olayioye et al., 2000). En consecuencia, se 

produce la estimulación de la actividad tirosina quinasa del dominio intracelular de 



Introducción 

 

28 
 

ambos receptores (Olayioye et al., 2000), además de la autofosforilación de los residuos 

de tirosina específicos del extremo C-terminal (Linggi & Carpenter, 2006; Olayioye et al., 

2000). Los residuos fosforilados sirven como sitio de unión de distintas moléculas 

intracelulares, que están involucradas en la activación de las vías de señalización “aguas 

abajo” del receptor (Linggi & Carpenter, 2006; Marmor, Skaria, & Yarden, 2004; Olayioye 

et al., 2000). Los posteriores efectos sobre la expresión génica determinan la respuesta 

biológica a la activación del receptor (Olayioye et al., 2000). 

A pesar de que los receptores ErbB/HER siguen una estructura general 

compartida, existen algunas peculiaridades que hacen a HER2 y HER3 distintos de los 

demás. Por un lado, no se ha encontrado ningún ligando que active al receptor HER2 

(Cho et al., 2003; Hynes & Lane, 2005). La estructura de su región extracelular es 

diferente a las demás, y el brazo de dimerización está siempre expuesto (Hynes & Lane, 

2005). Este hecho hace que HER2 sea el receptor preferido para los otros receptores 

activos, ya que se encuentra siempre preparado para su heterodimerización (Burgess et 

al., 2003; Hynes & Lane, 2005; Marmor, Skaria, & Yarden, 2004). Por otro lado, el 

receptor HER3 presenta una actividad catalítica ineficiente (Trenker, Diwanji, & Jura, 

2021). Este hecho produce que su señalización dependa de la interacción con otros 

receptores activos, principalmente de HER2 (Burgess et al., 2003; Linggi & Carpenter, 

2006). 

Figura 1. Estructura y activación de los receptores ErbB/HER. Cuando el ligando se une a los 

dominios I y III del receptor, el dominio extracelular sufre un cambio conformacional que 

conlleva a la exposición del brazo de dimerización. Este hecho produce que interaccione con 

otros receptores con conformación abierta, ya sean iguales (homodimerización) o distintos 

(heterodimerización) a él. Este proceso da lugar a la activación del dominio tirosina quinasa de 

ambos receptores, con la consecuente fosforilación de los residuos tirosina del dominio C- 

terminal que activarán las distintas vías de señalización intracelular. 
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1.3. Ligandos de la familia del EGF 

Los ligandos que se unen y activan a los receptores ErbB pertenecen a la familia 

del factor de crecimiento epidérmico (EGF), ya que se caracterizan por presentar al 

menos un dominio EGF en su estructura (Massague & Pandiella, 1993; Normanno et al., 

2005). La mayoría de ellos se producen como precursores transmembrana, que se 

procesan posteriormente por la acción de proteasas, principalmente de la familia ADAM 

(a disintegrin and metalloprotease; desintegrina y metaloproteasa) (Massague & 

Pandiella, 1993; Olayioye et al., 2000). Este procesamiento da lugar a la liberación del 

ligando soluble activo (Massague & Pandiella, 1993; Olayioye et al., 2000; Singh & Harris, 

2005). Además, los ligandos precursores que no han sido escindidos también pueden 

activar los receptores HER de otras células, mediante el proceso de activación yuxtacrina 

(Fuller, Sivarajah, & Sugden, 2008; Singh & Harris, 2005).  

El dominio EGF de los ligandos de la familia de receptores ErbB está compuesto 

por aproximadamente 50 aminoácidos. Éstos incluyen seis residuos de cisteína que 

forman tres puentes disulfuro responsables de definir tanto su estructura como su 

especificidad de unión al receptor (Fuller, Sivarajah, & Sugden, 2008; Normanno et al., 

2005). Los cuatro receptores son reconocidos por una multitud de ligandos 

extracelulares, que se unen a uno o más receptores ErbB, y que se pueden clasificar en 

tres grupos según su especificidad de unión (Figura 2) (Fuller, Sivarajah, & Sugden, 2008; 

Lemmon, 2009; Normanno et al., 2005; Roskoski, 2004): 

 Especificidad por EGFR: EGF, TGFα (transforming growth factor alpha; factor 

de crecimiento y transformación de tipo alfa) y AREG (amphiregulin; 

anfiregulina). 

 Especificidad por EGFR y HER4: BTC (betacellulin; betacelulina), HBEGF 

(heparin binding EGF like growth factor; factor de crecimiento similar a EGF 

de unión a heparina), EREG (epiregulin; epiregulina) y EPGN 

(epigen/epithelial mitogen; mitógeno epitelial). 

 Especificidad por HER3 y HER4: NRG1 y 2 (neuregulin; neuregulina) con 

especificidad por HER3 y HER4; NRG3 y 4, con especificidad por HER4; y 

CSPG5 (chondroitin sulfate proteoglycan 5; proteoglicano 5 condroitín 

sulfato), con especificidad por HER3.  
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Tal y como se ha comentado anteriormente, aún no se ha descrito ningún ligando 

directo que produzca la activación de HER2 (Olayioye et al., 2000).  

 

1.3.1. TGFα 

El factor de crecimiento y transformación de tipo α (TGFα), es un polipéptido de 

50 aminoácidos que forma parte de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) 

(Junier et al., 1994), y es uno de los principales ligandos del receptor de EGF (Burgess et 

al., 2003). 

El gen que codifica por el TGFA humano se encuentra en el brazo corto del 

cromosoma 2 (2p13), y abarca una región de 138,7 kb. Su transcrito, de 4326 bases, 

codifica por un péptido de 160 aminoácidos (Derynck, 1992; Singh & Coffey, 2014). Esta 

forma precursora comienza con una secuencia señal en la región N-terminal de 20-22 

aminoácidos que se elimina del resto del precursor entre los residuos alanina (Ala) y 

Figura 2. Receptores de la familia ErbB/HER y sus ligandos. La familia de receptores ErbB/HER 

está compuesta por cuatro miembros: EGFR, HER2, HER3 y HER4. Excepto HER2, la activación 

de cada uno de ellos se encuentra mediada por factores de crecimiento específicos de la familia 

del EGF, que producen el inicio de una determinada respuesta celular.  
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leucina (Leu), durante su translocación a la luz del retículo endoplasmático (Brachmann 

et al., 1989; Singh & Coffey, 2014). La escisión del péptido señal da lugar a su forma de 

17-18 kDa, denominada pro-TGFα, que una vez llega a la superficie celular sufre dos 

escisiones por metaloproteasas entre los residuos de alanina y valina (Val), tanto distales 

como proximales al dominio EGF (Bosenberg, Pandiella, & Massague, 1993; Brachmann 

et al., 1989; Singh & Coffey, 2014). Este hecho permite la liberación del TGFα soluble 

maduro de 6 kDa al medio extracelular (Pandiella & Massague, 1991; Singh & Coffey, 

2014). Como resultado, queda una forma truncada de TGFα anclada en la membrana de 

las células de 15 kDa (Cola/Tail), que presenta un dominio extracelular corto (Brachmann 

et al., 1989), seguido de una cadena hidrofóbica transmembrana y un dominio 

citoplasmático de 39 aminoácidos (Figura 3) (Brachmann et al., 1989; Kumar, Bustin, & 

McKay, 1995). No solo la forma soluble de TGFα es capaz de activar al receptor, ya que 

su forma precursora de membrana también ejerce un papel importante en la 

estimulación de EGFR, dada por el contacto entre célula-célula (Anklesaria et al., 1990; 

Brachmann et al., 1989). 

Figura 3. Procesamiento de TGFα. Durante la translocación de TGFα hacia la membrana celular, 

la pro-forma de 22 kDa es escindida a la altura del péptido señal. La forma resultante de 17-18 

kDa expuesta en la superficie de las células sufre dos procesos proteolíticos que liberan el TGFα 

soluble activo. Este hecho deja su forma procesada de 15 kDa anclada en membrana de las 

células. El ligando soluble de 6 kDa resultante será el responsable, conjuntamente con la pro-

forma no escindidida de 17 kDa, de activar al receptor de EGF tanto de la propia célula como de 

las células adyacentes.  
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1.4. Rutas de señalización mediadas por los receptores ErbB/HER 

La activación de los receptores ErbB/HER mediante la unión de sus ligandos 

produce la fosforilación de los residuos de tirosina ubicados principalmente en el 

dominio C-terminal (Linggi & Carpenter, 2006; Olayioye et al., 2000). Estos residuos de 

fosfotirosina son puntos de reclutamiento de proteínas adaptadoras que darán lugar a 

la activación de distintas vías de señalización celular (Eccles, 2011; Yarden & Sliwkowski, 

2001). Los sitios de autofosforilación, y por lo tanto las proteínas y vías de señalización 

intracelular que se activen, serán determinadas tanto por el tipo de ligando como por 

los receptores que dimericen durante el proceso de activación (Hynes & MacDonald, 

2009; Yarden & Sliwkowski, 2001). Esto desencadenará una determinada respuesta 

celular, que se verá reflejada en procesos clave como la proliferación, migración, 

metabolismo y/o supervivencia celular (Eccles, 2011; Yarden & Sliwkowski, 2001).  

Cabe destacar que aunque los distintos receptores ErbB comparten la activación 

de diferentes vías de señalización, cada receptor tiene preferencia de activación por una 

determinada ruta (Yarden & Sliwkowski, 2001). Por ejemplo, los receptores HER3 y HER4 

activan directamente la vía de PI3K, por lo que su potencia sobre ella es mayor, a 

diferencia de los receptores EGFR y HER2, que necesitan de proteínas adaptadoras para 

su activación (Eccles, 2011; Yarden & Sliwkowski, 2001).   

1.5. Implicación de los receptores ErbB/HER y sus ligandos en cáncer 

Tal y como se ha comentado anteriormente, debido al papel fundamental que 

desempeñan los receptores ErbB/HER en el control de las funciones fisiológicas de las 

células, su sobreexpresión o la aparición de mutaciones que puedan alterar su 

funcionamiento pueden ser responsables de la aparición de patologías oncológicas   

(Appert-Collin et al., 2015; Eccles, 2011; Hynes & Lane, 2005). Por ello, el estudio de las 

alteraciones de los receptores ErbB es clave para el desarrollo de terapias dirigidas que 

puedan combatir esta enfermedad (Appert-Collin et al., 2015). A continuación, se 

detallará el papel de los receptores EGFR, HER2, y del ligando TGFα en cáncer, por ser 

los 3 focos de mayor relevancia en este estudio. 
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1.5.1. EGFR 

La función fisiológica de EGFR es regular principalmente el desarrollo y la 

homeostasis del tejido epitelial (Sigismund, Avanzato, & Lanzetti, 2018). Por ello, 

alteraciones en su expresión se encuentran relacionadas con múltiples tipos de cáncer, 

como por ejemplo de pulmón, mama, cabeza y cuello, y páncreas, entre otros 

(Sigismund, Avanzato, & Lanzetti, 2018; Wang, 2017). Sus alteraciones pueden deberse 

tanto a la amplificación del gen EGFR como a la sobreexpresión, mutación o deleción de 

la proteína (Roskoski, 2014). 

1.5.2. HER2 

Tanto la amplificación como la sobreexpresión de HER2 se ha observado en 

aproximadamente el 20% de los cánceres de mama, comprendiendo un subconjunto 

separado de pacientes con esta patología (Yan et al., 2014). En el cáncer gástrico 

avanzado, alrededor del 20% de los pacientes también muestra amplificación o 

sobreexpresión de HER2 (Bose et al., 2013; Yan et al., 2014). Además del cáncer de 

mama y gástrico, actualmente se han descrito una variedad de tumores que 

sobreexpresan y/o exhiben amplificación del gen HER2 (Yan et al., 2014). Más 

recientemente, se han detectado mutaciones somáticas del gen HER2 en una variedad 

de tipos de cáncer humano, en los que se incluyen el cáncer de mama, pulmón, ovario y 

colon (Connell & Doherty, 2017; Yan et al., 2014). Estas alteraciones pueden producir la 

adquisición de resistencias a las actuales terapias dirigidas contra HER2 (Bose et al., 

2013; Cocco et al., 2019). 

1.5.3. Ligandos de la familia del EGF 

La sobreproducción de ligandos de la familia del EGF es uno de los mecanismos 

por los que las células tumorales activan aberrantemente a los receptores ErbB/HER 

(Arteaga & Engelman, 2014; Yarden & Sliwkowski, 2001). Estos ligandos pueden 

provenir tanto del estroma como de la propia célula tumoral (Arteaga & Engelman, 

2014). De todos los ligandos que componen la familia del EGF, el papel de TGFα en 

cáncer es el mejor caracterizado (Arteaga & Engelman, 2014; Yarden & Sliwkowski, 

2001). 
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1.5.3.1. TGFα 

Se ha descrito que TGFα actúa como un potente mitógeno en células epiteliales 

y fibroblastos, y puede funcionar como factor angiogénico in vivo en las células 

endoteliales de los capilares (Ciardiello et al., 1991; Yeh & Yeh, 1989). Dado que una de 

las principales características de TGFα es su capacidad de promover la proliferación de 

las células, se ha demostrado que éste podría servir como marcador tumoral en distintos 

tipos de cáncer  (Ilio, Sensibar, & Lee, 1995; Laird, Brown, & Fausto, 1994). Hasta ahora, 

los tipos de carcinomas en los que se ha asociado una expresión anormal de TGFα 

incluyen el cáncer de hígado, gastrointestinal, mama, piel, pulmón, cerebro y páncreas, 

entre otros (Sandgren et al., 1990; Yeh & Yeh, 1989). Además, su sobreexpresión se 

encuentra frecuentemente relacionada con la sobreexpresión de EGFR, hecho que 

genera un fuerte loop autocrino entre ligando y receptor que promueve el crecimiento 

de las células tumorales (Kumar, Bustin, & McKay, 1995; Laird, Brown, & Fausto, 1994). 

El estudio de Jhappan (Jhappan et al., 1990), demostró que el efecto de la 

sobreproducción de TGFα en ratones transgénicos produjo la aparición de carcinomas 

hepatocelulares multifocales, además de un crecimiento excesivo de las células que 

revisten el conducto epitelial de la glándula mamaria. El páncreas de estos ratones 

también mostró una fibrosis intersticial progresiva y una metaplasia acinar-ductal, un 

proceso clave para el desarrollo del cáncer de páncreas (Humphreys & Hennighausen, 

2000; Jhappan et al., 1990). 

2. TERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA LOS RECEPTORES ERBB/HER 

En la última década, los avances significativos en el tratamiento contra el cáncer 

han supuesto un aumento en la supervivencia y calidad de vida de los pacientes (Abou-

Jawde et al., 2003). Entre ellos, se incluye el desarrollo de nuevas terapias dirigidas que 

permiten actuar de forma bastante selectiva contra las células tumorales (Padma, 2015). 

Este hecho supone un menor daño a las células sanas del tejido, lo que reduce los 

numerosos efectos secundarios producidos por la inespecificidad de los demás 

tratamientos (Abou-Jawde et al., 2003; Padma, 2015).  

En este sentido, la implicación de los receptores ErbB/HER en la formación, 

crecimiento y comportamiento invasivo de las células tumorales les ha convertido en 
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una interesante diana terapéutica en el tratamiento contra el cáncer (D. Chen et al., 

2021; Mosesson & Yarden, 2004). La mayoría de terapias dirigidas contra ellos se 

resumen en dos categorías: anticuerpos monoclonales (mAb, monoclonal antibody) y 

moléculas pequeñas inhibidoras de la actividad tirosina quinasa (TKIs, tyrosine kinase 

inhibitors). Además, existe una tercera categoría derivada de los anticuerpos 

monoclonales, denominada ADCs (antibody-drug conjugates, anticuerpos conjugados a 

fármacos) y una nueva modalidad emergente basada en la terapia de células T con 

receptores de antígeno quimérico (CAR-T, chimeric antigen receptor T-cells). 

Actualmente, no existe ningún CAR-T aprobado para el uso clínico contra los receptores 

ErbB/HER (Wang, Yuan, & Xue, 2023). A continuación, se resumen en la Tabla 1 las 

principales terapias dirigidas utilizadas en la práctica clínica contra estos receptores. 

Tabla 1. Terapias dirigidas contra los receptores HER aprobadas para su uso en la práctica clínica. 

Nombre genérico/comercial Diana Uso clínico 

Anticuerpos monoclonales   

Cetuximab 

(Erbitux®) 

EGFR -Cáncer de cabeza y cuello 

-Cáncer colorectal EGFR+ sin KRAS 

mutado 

Panitumumab 

(Vectibix®) 

EGFR -Cáncer colorectal metastásico 

EGFR+ sin KRAS mutado 

Necitumumab 

(Portrazza®) 

EGFR -NSCLC* escamoso metastásico 

Nimotuzumab 

(Theraloc®) 

EGFR -Cáncer de cabeza y cuello 

-Cáncer de páncreas 

Amivantamab-vmjw 

(Rybrevant®) 

EGFR/MET* -NSCL con inserción en el exon 20 

de EGFR 

-NSCLC 

Trastuzumab 

(Herceptin®) y sus derivados  

HER2 -Cáncer de mama y gástrico HER2+ 

metastásico 

Pertuzumab 

(Perjeta®) 

HER2 -Cáncer de mama HER2+ 

metastásico 

Margetuximab  

(Margenza®) 

HER2 -Cáncer de mama HER2+ 

metastásico 

MCLA-128  

(Zenocutuzumab®) 

HER2/HER3 -Cáncer de mama 

-Cáncer de pulmón 

-PDAC* 

-NSCLC 
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Inhibidores tirosina quinasa   

Gefitinib 

(Iressa®) 

EGFR -NSCLC deleción en el exón 21 o 

mutación L858R en EGFR 

Erlotinib 

(Tarceva®) 

EGFR -NSCLC con deleción en el exón 19 

o mutación L858R en EGFR 

-Cáncer de páncreas metastásico 

Osimeritinib 

(Tagrisso®) 

EGFR -NSCLC con mutacion T790M en 

EGFR 

Vandetanib 

(Caprelesa®) 

EGFR -Cáncer de tiroides metastásico 

Lapatinib 

(Tykerb®) 

EGFR/HER2 -Cáncer de mama HER2+ 

metastásico 

Tucatinib 

(Tukysa®) 

HER2 -Cáncer de mama HER2+ 

metastásico 

Neratinib 

(Nerlynx®) 

EGFR/HER2/HER4 -Cáncer de mama HER2+ 

metastásico 

Afatinib 

(Giotrif®) 

EGFR/HER2/HER4 -NSCLC con mutaciones activadoras 

en EGFR 

Dacomitinib 

(Vizimpro®) 

EGFR/HER2/HER4 -NSCLC con mutaciones activadoras 

en EGFR 

Anticuerpos conjugados a 

fármacos 

  

Trastuzumab emtansina  

(T-DM1, Kadcyla®) 

HER2 -Cáncer de mama HER2+ 

metastásico 

Trastuzumab deruxtecan  

(T-DXd, DS-8201a, Enhertu®) 

 

HER2 -Cáncer de mama y gástrico HER2+ 

metastásico 

*NSCLC: non-small-cell lung cancer; cáncer de pulmón de células no pequeñas. PDAC: pancreatic ductal 
adenocarcinoma; adenocarcinoma ductal pancreático. MET: tirosina-proteína quinasa MET.  
 

2.1. Anticuerpos monoclonales 

Existen cuatro mecanismos a través de los cuales los anticuerpos monoclonales 

ejercen su efecto antitumoral: bloqueo de la señalización mediada por el receptor, 

activación de la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) o de anticuerpos 

(ADCC), e inducción de la inmunidad adaptativa  (Galluzzi et al., 2012; Scott, Allison, & 

Wolchok, 2012; Shuptrine, Surana, & Weiner, 2012). El primer mecanismo se produce a 

partir de la unión directa del mAb al receptor, que impide tanto la unión de su ligando 

como la dimerización entre receptores (Scott, Allison, & Wolchok, 2012). Este 

mecanismo es utilizado por ejemplo por cetuximab, un anticuerpo monoclonal anti-

EGFR que induce la parada del ciclo celular y la apoptosis de las células tumorales tras 
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bloquear tanto la unión de sus ligandos como la dimerización del receptor (Scott, Allison, 

& Wolchok, 2012; Shuptrine, Surana, & Weiner, 2012).  

2.2. Inhibidores de la actividad tirosina quinasa 

2.2.1. Mecanismo de acción 

Los inhibidores de la actividad tirosina quinasa (TKIs) son una familia de 

pequeñas moléculas o péptidos capaces de inhibir la actividad catalítica de proteínas 

quinasas, ya sean receptoras o citosólicas (Bonanno, Jirillo, & Favaretto, 2011; 

Cismowski, 2006). Esta inhibición se produce al interferir directamente con el sitio de 

unión del ATP o determinados sustratos al dominio catalítico de las proteínas (Bonanno, 

Jirillo, & Favaretto, 2011).  Los TKIs sintetizados contra los receptores ErbB pueden 

unirse a ellos tanto de manera reversible como irreversible, y pueden inhibir de manera 

simultánea a distintos receptores de la misma familia (Arora & Scholar, 2005; Robert, 

2011). En consecuencia, la inhibición de su actividad reprime las distintas vías de 

señalización intracelular que se encuentran asociadas (Arora & Scholar, 2005).  

En cuanto a los TKIs contra EGFR, estos se clasifican en tres grupos principales: 

inhibidores reversibles de primera generación (gefitinib, erlotinib y lapatinib); 

inhibidores irreversibles de segunda generación (afatinib, dacomitinib y neratinib); e 

inhibidores de tercera generación (AZD9291 y CLO-1686). Estos últimos se dirigen 

principalmente a la mutación T790M, que se asocia a la resistencia adquirida a los TKIs 

de primera generación en NSCLC (Reardon, Wen, & Mellinghoff, 2014). Gefitinib y 

erlotinib, utilizados principalmente en el tratamiento del cáncer de pulmón, han 

mostrado el espectro más amplio de efectos secundarios sobre la piel y cabello, 

incluyendo varios tipos de alopecia (Du et al., 2021; Hartmann et al., 2009). Lapatinib, a 

diferencia de los dos anteriores, es un inhibidor dual tanto de EGFR como HER2 

(Hartmann et al., 2009). Su uso se ha limitado principalmente a pacientes con cáncer de 

mama metastásico avanzado, en los que el tratamiento con trastuzumab ha fracasado 

(Hartmann et al., 2009; Tiwari, Mishra, & Abraham, 2016; Voigtlaender, Schneider-

Merck, & Trepel, 2018). En cuanto a neratinib, es un TKI que se une irreversiblemente a 

distintos receptores de la familia HER, incluyendo EGFR, HER2 y HER4 (Tiwari, Mishra, & 

Abraham, 2016). Su uso se ha centrado principalmente, al igual que lapatinib, en el 
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tratamiento adyuvante de pacientes con cáncer de mama HER2+ que han dejado de 

responder a trastuzumab. Se ha demostrado, además, que el uso de neratinib puede 

superar la resistencia adquirida a otros fármacos, causada principalmente por 

mutaciones en HER2 (Tiwari, Mishra, & Abraham, 2016; Wu et al., 2023). 

2.2.2. Mecanismos de resistencia 

Tal y como se ha comentado anteriormente, cada vez existen más evidencias que 

demuestran las modificaciones genéticas o epigenéticas que adquieren las células 

tumorales para resistir a los tratamientos con TKIs (Bonanno, Jirillo, & Favaretto, 2011). 

Aunque la gran mayoría son de origen desconocido, se ha conseguido identificar algunos 

de los mecanismos más comunes (Figura 4): 

- Alteración de los niveles del RTK: La resistencia adquirida que se desarrolla en la 

mayoría de pacientes con enfermedad avanzada resulta en la pérdida o disminución 

de los niveles de expresión del propio oncogén (Tortora, 2011; Wilks, 2015). En 

consecuencia, se produce una pérdida o disminución de la efectividad del TKI 

(Tortora, 2011). Por ejemplo, se ha descrito que en células de NSCLC una 

disminución en la expresión de EGFR puede causar la resistencia a erlotinib (Haque 

et al., 2020). 

- Mutaciones en el dominio tirosina quinasa: Hasta el momento, se han descrito más 

de 100 mutaciones causantes de la resistencia a TKIs. Entre ellas, las más comunes 

afectan al dominio tirosina quinasa del receptor, produciendo la pérdida de afinidad 

de los TKIs por su sitio de unión. Otras mutaciones pueden causar que el ATP quede 

unido de forma permanente a la quinasa (Bonanno, Jirillo, & Favaretto, 2011). La 

mutación T790M de EGFR, por ejemplo, se encuentra localizada en un punto clave 

del dominio catalítico, que produce una mayor afinidad del ATP por su sitio de unión 

en comparación al TKI (Bonanno, Jirillo, & Favaretto, 2011; Uribe, Marrocco, & 

Yarden, 2021).  

- Activación de vías de señalización compensatorias: Por ejemplo, la amplificación 

del RTK MET se encuentra en el 20% de pacientes con NSCLC con resistencia a 

gefitinib y erlotinib (Bonanno, Jirillo, & Favaretto, 2011). Los cambios de expresión 

en proteínas intermediarias con actividad quinasa pueden producir la activación 
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permanente de las vías de señalización “aguas abajo” del receptor (Wilks, 2015). La 

activación constitutiva de la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR, por ejemplo, se 

ha datado como responsable de la adquisición de resistencias a lapatinib en cáncer 

de mama HER2+ (D'Amato et al., 2015; Wilks, 2015).   

2.3. Anticuerpos conjugados a fármacos 

A pesar del beneficio clínico que ha supuesto el desarrollo de terapias dirigidas, 

los posibles efectos tóxicos que pueden llegar a producir han supuesto un problema a lo 

largo de su uso en la práctica clínica (Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022; Zahavi & Weiner, 

2020). Los anticuerpos conjugados a fármacos (ADCs), han supuesto un tratamiento 

Figura 4. Resumen esquemático de los principales mecanismos de resistencia a TKIs. Entre los 

mecanismos de resistencia adquirida más comúnmente registrados se encuentran: (i) reducción 

de la expresión del receptor diana; (ii) mutaciones en el dominio tirosina quinasa que producen 

una disminución de la capacidad de unión del TKI al receptor y; (iii) activación de vías de 

señalización compensatorias por otros RTKs o TKs. 
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alternativo prometedor, ya que utilizan la especificidad de los anticuerpos monoclonales 

para dirigir cargas citotóxicas hacia un antígeno diana, que se encuentra 

diferencialmente expresado en la superficie de las células tumorales (Abuhelwa, 

Alloghbi, & Nagasaka, 2022; Khongorzul et al., 2020). La estructura de los ADCs incluye 

tres partes principales: (i) el anticuerpo monoclonal responsable de reconocer al 

antígeno en la superficie de la célula tumoral, (ii) el agente citotóxico responsable de 

matar a la célula cancerosa una vez liberado en su interior y (iii), el enlace o linker que 

conecta el anticuerpo y la carga citotóxica (Kostova et al., 2021). Hasta la fecha, la FDA 

ha aprobado el uso de un total de trece ADCs para el tratamiento de tumores sólidos y 

neoplasias hematológicas (Martin et al., 2023; Yin et al., 2023). 

2.3.1. Diseño del ADC 

La seguridad y eficacia de los ADCs viene determinada por la correcta selección 

de sus componentes: antígeno diana, anticuerpo monoclonal, tipo de agente citotóxico 

y el linker que unirá el anticuerpo a la carga (Khongorzul et al., 2020). 

2.3.1.1. Selección del antígeno 

Para la óptima selección de la diana molecular, el antígeno debe tener una serie 

de características: (i) estar altamente expresado en las células tumorales y con baja o 

nula expresión en las células sanas (Diamantis & Banerji, 2016; Khongorzul et al., 2020; 

Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022). HER2, por ejemplo, se expresa casi 100 veces más en 

las células tumorales HER2+ que en el tejido sano (Diamantis & Banerji, 2016; 

Khongorzul et al., 2020); (ii) encontrarse expuesto en la superficie de las células 

tumorales para que el ADC en circulación pueda unirse a él (Khongorzul et al., 2020); y 

(iii), el antígeno diana debe tener la capacidad de internalizar para facilitar el transporte 

del ADC al interior de la célula, y liberar ahí al agente citotóxico para que ejerza su acción 

(Diamantis & Banerji, 2016; Khongorzul et al., 2020). 

2.3.1.2. Selección del anticuerpo 

El anticuerpo monoclonal es el componente principal del diseño y estructura del 

ADC (Abuhelwa, Alloghbi, & Nagasaka, 2022; Khongorzul et al., 2020). Este debe estar 

dirigido contra un antígeno único y específico en la célula tumoral y con mínima 

reactividad cruzada e inmunogenicidad con el tejido normal (Abuhelwa, Alloghbi, & 

Nagasaka, 2022; Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022). Los anticuerpos que tienen baja 
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especificidad por el antígeno pueden causar toxicidades no deseadas al interactuar con 

las células sanas, o provocar la eliminación prematura del ADC antes de que llegue al 

propio tumor (Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022). De los cinco tipos de inmunoglobulina 

que pueden tener los anticuerpos (M, A, D, E y G) (Diamantis & Banerji, 2016), la  IgG1 

es la más utilizada para el diseño de ADCs (Abuhelwa, Alloghbi, & Nagasaka, 2022; 

Diamantis & Banerji, 2016). Esto es debido a su fácil fabricación en comparación a otras 

IgGs, su baja eliminación durante la circulación y su alta capacidad de activar distintas 

funciones inmunes, tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

(ADCC) y la citotoxicidad dependiende del complemento (CDC) (Abuhelwa, Alloghbi, & 

Nagasaka, 2022; Diamantis & Banerji, 2016). Como ejemplo tendríamos a T-DM1, un 

ADC contra HER2 que conserva el mecanismo de acción del anticuerpo no conjugado 

(trastuzumab) y que es capaz de activar la ADCC (Diamantis & Banerji, 2016; Krop & 

Winer, 2014), produciendo una mayor respuesta antitumoral. 

2.3.1.3. Diseño del linker  

El enlace o linker utilizado para la unión entre el anticuerpo y el agente citotóxico 

es un factor determinante de la farmacocinética, índice terapéutico y eficacia del propio 

ADC (Diamantis & Banerji, 2016).  Por ello, el linker debe estar diseñado para ser estable 

en el torrente sanguíneo y no liberar al citotóxico del ADC antes de llegar a la diana 

molecular, ocasionando toxicidad fuera de ella (Diamantis & Banerji, 2016; Marei, 

Cenciarelli, & Hasan, 2022). Al mismo tiempo, debe ser capaz de liberar la carga de 

manera eficiente una vez el ADC haya internalizado (Diamantis & Banerji, 2016). Los 

enlaces utilizados pueden ser de dos tipos: escindibles y no escindibles: 

- Enlaces no escindibles: Son enlaces que permanecen estables en la circulación 

sistémica y requieren una degradación completa del anticuerpo para que se 

produzca la liberación del fármaco acoplado (Abuhelwa, Alloghbi, & Nagasaka, 

2022; Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022). Por lo tanto, los agentes citotóxicos no se 

liberan fuera de la diana celular, lo que reduce los posibles efectos tóxicos en las 

células sanas (Khongorzul et al., 2020; McKertish & Kayser, 2021). El ADC es 

internalizado de forma específica y posteriormente se degrada en los lisosomas de 

la célula diana. Es ahí cuando el fármaco se libera y se acumula dentro de la célula 
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tumoral, donde ejerce su principal función citotóxica (Diamantis & Banerji, 2016; 

McKertish & Kayser, 2021).  

- Enlaces escindibles: A pesar de ser menos estables en la circulación sanguínea en 

comparación a los enlaces no escindibles, son el principal grupo de enlaces utilizados 

en el diseño de ADCs (Khongorzul et al., 2020; McKertish & Kayser, 2021). Los enlaces 

escindibles están diseñados para liberar el agente citotóxico una vez el ADC llega a 

la célula diana (McKertish & Kayser, 2021). Tras su internalización, el enlace es 

escindido mediante cambios ambientales, ya sean cambios en el potencial redox, pH 

o por la acción de enzimas proteolíticas, que producen la liberación del fármaco libre 

dentro de la célula (Diamantis & Banerji, 2016; Khongorzul et al., 2020). En algunos 

casos, el citotóxico libre puede difundir a través de la membrana celular y matar a 

las células circundantes, produciendo el denominado efecto bystander (Diamantis & 

Banerji, 2016; McKertish & Kayser, 2021). Los enlaces escindibles pueden ser de dos 

tipos: escindibles químicamente o enzimáticamente. Algunas de las enzimas que 

producen este procesamiento se encuentran sobreexpresadas en las propias células 

tumorales, como es el caso de la catepsina B (McKertish & Kayser, 2021). En cuanto 

a la escisión química, ésta puede ser de dos tipos: sensible al ambiente ácido, como 

es el microambiente tumoral, el lisosoma (pH 4,8) o el endosoma (pH 5-6), o 

sensibles al glutatión, el cual suele estar sobreexpresado también en las células 

tumorales (Diamantis & Banerji, 2016; Khongorzul et al., 2020; McKertish & Kayser, 

2021). 

2.3.1.4. Bioconjugación 

El proceso de conjugación, que une el anticuerpo al agente citotóxico, es un 

proceso clave que determina la potencialidad del ADC. Este proceso no debe alterar ni 

la integridad ni el funcionamiento del anticuerpo, y tampoco su capacidad de unión al 

antígeno (Abdollahpour-Alitappeh et al., 2019). Por lo general, los métodos de 

conjugación más utilizados son mediante los residuos de aminoácidos lisina (Lys) y 

cisteína (Cys), expuestos en las cadenas del anticuerpo (McKertish & Kayser, 2021). Los 

residuos de lisina son de fácil conjugación, ya que se encuentran expuestos 

directamente en la superficie de las cadenas del anticuerpo (Abdollahpour-Alitappeh et 

al., 2019; McKertish & Kayser, 2021). Aunque la estructura de la IgG tenga más de 80 
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residuos de lisina (Abdollahpour-Alitappeh et al., 2019), no llega a diez el número de 

residuos que acaban siendo accesibles para la conjugación (McKertish & Kayser, 2021). 

A diferencia de las lisinas, solo se encuentran 16 pares de residuos de cisteína dentro de 

la secuencia de la IgG (Abdollahpour-Alitappeh et al., 2019). Para que estos puedan 

quedar expuestos y accesibles a la conjugación, es necesario que previamente se 

reduzcan los cuatro enlaces disulfuro presentes entre las cadenas del anticuerpo, 

mediante el uso de disolventes (Abdollahpour-Alitappeh et al., 2019; Kostova et al., 

2021; McKertish & Kayser, 2021). Para mejorar estos métodos de conjugación, se han 

empezado a desarrollar otras estrategias alternativas, como la conjugación de los 

citotóxicos a glutamina, glicanos, o a aminoácidos no naturales y etiquetas peptídicas 

cortas incorporadas artificialmente (McKertish & Kayser, 2021; Zhou, 2017). 

Otro factor importante a tener en cuenta es la cantidad de moléculas de agente 

citotóxico que se cargan en el anticuerpo a través del linker (DAR, drug to antibody ratio; 

ratio fármaco-anticuerpo). La unión de pocas moléculas del fármaco producirá una 

menor eficacia del ADC, aunque un exceso de las mismas puede afectar a su estructura 

y estabilidad, que puede conllevar a una mayor toxicidad sistémica (Diamantis & Banerji, 

2016; Tang et al., 2017). Aunque no se haya determinado un DAR óptimo para el diseño 

de un ADC, lo más común es que este valor se encuentre entre 4 y 8 (Adem et al., 2014; 

Diamantis & Banerji, 2016). Por ejemplo, T-DM1 presenta un DAR de 3,5, sacitumab 

govitecan de 7,6, y T-DXd de 8 (Tang et al., 2017).  

2.3.1.5. Selección del agente citotóxico 

Para poder crear un buen ADC, es crucial elegir un potente agente citotóxico que 

ejerza los máximos efectos tóxicos con una dosis mínima (Diamantis & Banerji, 2016; 

McKertish & Kayser, 2021). Además, debe ser estable tanto en la circulación sistémica 

como dentro de los lisosomas, presentar una baja inmunogenicidad, pequeño peso 

molecular, y un tiempo de vida largo (Khongorzul et al., 2020; McKertish & Kayser, 2021). 

Se utilizan dos categorías principales de agentes citotóxicos para el desarrollo de 

ADCs: inhibidores de microtúbulos y fármacos que dañan al DNA. En el primer grupo, 

encontraríamos los análogos de la auristatina (MMAE, MMAF) y los maitansinoides 

(DM1 y DM4) (Diamantis & Banerji, 2016; McKertish & Kayser, 2021). Entre ellos, los 

análogos de la auristatina son los agentes citotóxicos más utilizados para el diseño de 
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ADCs. Ambos MMAE y MMAF son agentes antimitóticos que bloquean el proceso de 

polimerización de la tubulina, provocando la parada del ciclo celular y la consecuente 

apoptosis de las células (Diamantis & Banerji, 2016). El segundo grupo incluye agentes 

de rotura de doble cadena (caliqueamicina), agentes alquilantes (duocarmicina), 

reticulantes (dímero de pirrolbenzodiazepina-PBD), intercalantes (doxorubicina) e 

inhibidores de la DNA topoisomerasa I (exatecán) (Diamantis & Banerji, 2016; McKertish 

& Kayser, 2021). A continuación, se muestra en detalle todos los componentes que 

forman parte de la estructura de un ADC (Figura 5):  

 

2.3.1.6. Mecanismo de acción 

Los ADCs se administran a los pacientes por vía intravenosa y se desplazan por el 

torrente sanguíneo hasta alcanzar su diana molecular en la superficie de las células 

(Abdollahpour-Alitappeh et al., 2019; Khongorzul et al., 2020). Tras darse el 

reconocimiento antígeno-anticuerpo, el complejo internaliza mediante endocitosis 

mediada por receptores hasta llegar a los lisosomas de la célula (Abuhelwa, Alloghbi, & 

Nagasaka, 2022; Khongorzul et al., 2020). Este proceso puede darse a través de tres 

Figura 5. Estructura y características de un ADC y su antígeno diana. Los ADCs se encuentran  

formados por tres unidades estructurales: el anticuerpo monoclonal, dirigido específicamente a 

una diana molecular, la cual se encuentra altamente expresada en las células tumorales en 

comparación a las células del tejido sano; el enlace o linker, el cual es necesario que sea estable 

durante la circulación del ADC por el torrente sanguíneo, y puede tener la capacidad de ser 

escindido o no; y el agente citotóxico, que será el causante de matar a la célula tumoral a través 

de inhibir la polimerización de los microtúbulos o ejerciendo un daño directo sobre el DNA.  
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mecanismos: (i) endocitosis mediada por clatrina (ruta principal de internalización de los 

ADCs), (ii) endocitosis mediada por caveolas y (iii) pinocitosis (Abdollahpour-Alitappeh 

et al., 2019; Khongorzul et al., 2020). Posteriormente, el ambiente ácido y rico en 

proteasas del lisosoma produce la descomposición del complejo antígeno-ADC, lo que 

permite la liberación del fármaco citotóxico (Abuhelwa, Alloghbi, & Nagasaka, 2022; 

Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022). El citotóxico libre puede finalmente actuar sobre sus 

dianas moleculares (polimerización de los microtúbulos o DNA), induciendo la muerte 

de la célula tumoral (Abdollahpour-Alitappeh et al., 2019; Marei, Cenciarelli, & Hasan, 

2022). Además, si el fármaco liberado es permeable, puede difundir fuera de la célula 

diana y matar a células cercanas que expresen o no el antígeno diana del ADC. Este 

mecanismo se denomina “efecto bystander” (Abdollahpour-Alitappeh et al., 2019; 

Abuhelwa, Alloghbi, & Nagasaka, 2022) (Figura 6).  

Figura 6. Esquema del mecanismo de acción de los ADCs. Tras la administración intravenosa 

del tratamiento, el ADC se une al antígeno específico expuesto en la superficie de las células 

diana (1). La unión produce la internalización del complejo antígeno-ADC (2), que progresa a 

través de la vía endocítica hasta que se degrada en el lisosoma (3). La degradación causada por 

el ambiente ácido del compartimento o por la acción de enzimas proteolíticas produce la 

liberación del agente citotóxico al citoplasma (4). Éste ejerce finalmente su acción antitumoral, 

afectando a la polimerización de los microtúbulos o directamente al DNA (5), produciendo la 

muerte de la célula tumoral (6). Además, la difusión del fármaco a través de la membrana celular 

puede producir la muerte de otras células cercanas (efecto bystander). 
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El mecanismo comentado anteriormente produce que aquellos tumores con 

expresión heterogénea del antígeno puedan beneficiarse de este efecto, el cual viene 

dado tanto por el tipo de linker como del agente citotóxico utilizado (Abdollahpour-

Alitappeh et al., 2019). El fármaco “emtansina”, utilizado en el ADC T-DM1 no puede 

penetrar la membrana de las células, por lo que su efecto bystander se encuentra 

limitado (Abuhelwa, Alloghbi, & Nagasaka, 2022).  

2.3.1.7. Mecanismos de resistencia 

Aunque los ADCs supongan un método ideal de administración de fármacos 

tóxicos a las células tumorales, la resistencia a estos tratamientos sigue siendo un 

obstáculo en el tratamiento contra el cáncer (Khongorzul et al., 2020). Esta resistencia 

puede haber existido desde el inicio del tratamiento (resistencia primaria o de novo) o 

surgido después del tratamiento con el fármaco (resistencia secundaria o adquirida) 

(Khongorzul et al., 2020; Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022). En general, los mecanismos 

de resistencia a los ADCs pueden surgir frente a cualquiera de sus componentes (mAb o 

fármaco citotóxico) (Garcia-Alonso, Ocana, & Pandiella, 2018), o debido a la activación 

de vías de señalización relacionadas con la supervivencia (Khongorzul et al., 2020).  

Algunos de los mecanismos de resistencia registrados se resumen en: (i) alteración en 

los niveles de antígeno reconocido por el mAb, (ii) problemas en la internalización y 

tráfico del ADC, (iii) problemas en la degradación del complejo ADC-antígeno, (iv) 

alteración en las bombas de expulsión de fármacos del lisosoma al citoplasma, (v) 

alteraciones en las dianas del agente citotóxico (microtúbulos o DNA) y (vi), alteraciones 

en proteínas relacionadas con el ciclo celular o vías de señalización intracelular (Garcia-

Alonso, Ocana, & Pandiella, 2018). Para HER2, el truncamiento del ectodomínio del 

receptor o su enmascaramiento por componentes de la matriz extracelular han 

demostrado ser mecanismos de resistencia a trastuzumab (Garcia-Alonso, Ocana, & 

Pandiella, 2018; Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022). Pacientes que desarrollan 

resistencia a T-DM1 han revelado desarrollar alteraciones en la ciclina B, una proteína 

reguladora del ciclo celular, además de la sobreexpresión de proteínas antiapoptóticas 

como Bcl-2 y Bcl-x. Distintos estudios han relacionado también la resistencia a ADCs con 

deficiencias en los transportadores de membrana dependientes de ATP (ABC; ATP-

binding cassette), a un aumento del pH lisosomal o la inhibición de sus enzimas 
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proteolíticas que producen la degradación y expulsión del fármaco (Garcia-Alonso, 

Ocana, & Pandiella, 2018; Khongorzul et al., 2020; Marei, Cenciarelli, & Hasan, 2022).  

2.4. Receptores de antígeno quimérico (CARs)  

A pesar de los grandes avances logrados en la terapia contra el cáncer, los 

tratamientos tradicionales como la quimioterapia, radioterapia y cirugía no han 

conseguido la remisión completa y duradera de la mayoría de neoplasias malignas (Wei 

et al., 2019). La inmunoterapia basada en células T que expresan receptores de 

antígenos quimérico (CAR), se ha convertido en una alternativa prometedora a los 

tratamientos convencionales (Jayaraman et al., 2020; Ramirez-Chacon et al., 2022), 

especialmente en tumores hematológicos (Jayaraman et al., 2020). En 2017, la FDA 

aprobó en EEUU la terapia con células T en neoplasias hematológicas debido a su eficacia 

contra tumores CD19+ (Larson & Maus, 2021). 

 Este tipo de inmunoterapia se centra en impulsar la citotoxicidad de las propias 

células T del paciente contra antígenos específicos en las células tumorales (Ramirez-

Chacon et al., 2022). La estructura básica del receptor de antígeno quimérico (CAR) 

expresado en la célula T incluye un dominio extracelular de unión al antígeno, el cual 

suele ser un fragmento variable de cadena sencilla de un anticuerpo monoclonal (scFv), 

un dominio espaciador, un dominio transmembrana, y uno o varios dominios 

citoplasmáticos activadores de la señalización intracelular (Hanssens et al., 2022; 

Jayaraman et al., 2020; Ramirez-Chacon et al., 2022). Según el número y tipo de 

dominios co-estimuladores que formen el dominio intracelular del CAR, las células CAR-

T se pueden clasificar en cinco generaciones distintas (Jayaraman et al., 2020; 

Mehrabadi et al., 2022) (Figura 7):  

- CARs de primera generación: Contienen un único dominio activador, que suele ser 

el dominio citoplasmático CD3ζ o la cadena del receptor Fc (FcR). Son los encargados 

de iniciar la cascada de señalización para que la célula T se active. Este tipo de células 

T fueron los primeros CAR-T que se diseñaron, sin embargo, tuvieron poca eficiencia 

en los ensayos clínicos debido a la falta de producción de citoquinas (Jayaraman et 

al., 2020; Mehrabadi et al., 2022; Zhang et al., 2017). Además, se demostró una 
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mayor potencialidad del activador CD3ζ frente al activador FcR en diversos estudios 

(Jayaraman et al., 2020).  

- CARs de segunda y tercera generación: Incluyen un dominio co-estimulador, 

derivado de CD28 o 4-1BB, que se encuentra en serie con el dominio activador CD3ζ 

o FcR (Jayaraman et al., 2020; Mehrabadi et al., 2022). La presencia de estos co-

estimuladores prolongan la vida de las células T in vivo, además de aumentar la 

proliferación, citotoxicidad y secreción de citoquinas por los CAR-T (Mehrabadi et 

al., 2022; Zhang et al., 2017). Una optimización de estas construcciones son los CAR-

T de tercera generación, que combinan múltiples dominios co-estimuladores (CD28, 

41BB o CD28-OX40) con el activador CD3ζ (Jayaraman et al., 2020; Mehrabadi et al., 

2022).  

Figura 7. Estructura de las distintas generaciones de receptores de antígenos quiméricos 

(CARs). La estructura general de un CAR está compuesta por tres componentes principales: el 

dominio extracelular de reconocimiento al antígeno, el dominio transmembrana y el dominio 

de señalización intracelular. Los CARs de primera generación solo tienen el dominio activador 

CD3ζ, mientras que los CARs de segunda y tercera generación tienen además una o dos 

moléculas co-estimuladoras (CD28, 4-1BB u OX40). Los CARs de cuarta generación, también 

llamados TRUCKs, se modifican añadiendo factores de transcripción capaces de estimular la 

producción de citoquinas, como por ejemplo NFAT. A los CARs de quinta generación, en cambio, 

se les han añadido receptores de citoquinas (IL-2Rβ) capaces de activar vías de señalización 

como la de JAK-STAT. 
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- CARs de cuarta generación: Los CARs de cuarta generación, también conocidos 

como TRUCKs (T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated killing; 

células T redirigidas para la eliminación universal por citoquinas), contienen 

transgenes para la producción de citoquinas u otros ligandos co-estimuladores 

(Larson & Maus, 2021; Mehrabadi et al., 2022). Como resultado, los TRUCK activan 

y atraen células del sistema inmune innato que ayudan a la eliminación del tumor 

(Mehrabadi et al., 2022; Zhang et al., 2017).  

- CARs de quinta generación: Esta nueva generación de CARs contiene un dominio 

intracelular adicional de receptores de citoquinas (por ejemplo IL-2Rβ), capaces de 

activar vías de señalización como la de JAK-STAT, que promueven la proliferación 

extra de las células T (Golubovskaya, 2022; Umut et al., 2021). 

De manera general, las células CAR-T se activan tras reconocer al antígeno por la 

región scFv (Larson & Maus, 2021). Cabe mencionar que existen CARs con un dominio 

de reconocimiento basado en el propio receptor o ligando natural, que son capaces de 

reconocer a sus propios ligandos o receptores. El uso menos común de este tipo de CARs 

es debido a su mayor capacidad de unión fuera del objetivo diana (Hanssens et al., 

2022). Tras este reconocimiento, se activa la señalización mediada por el dominio 

intracelular, que desencadena una respuesta efectora que se encarga de la 

proliferación, citotoxicidad y secreción de citoquinas, entre otras funciones, de la célula 

T sobre la célula tumoral (Lu & Jiang, 2022). En cuanto al funcionamiento en clínica, el 

proceso se inicia con la extracción de leucocitos del paciente (leucoféresis). Las células 

T obtenidas se activan a través de anticuerpos monoclonales anti-CD3ζ y factores de 

crecimiento o citoquinas, como por ejemplo la interleuquina-2 (IL-2) (Lu & Jiang, 2022; 

Zhang et al., 2017). Tras la activación, la construcción CAR se introduce en el genoma de 

las células T del paciente mediante vectores retro o lentivirales, o mediante 

electroporación (Larson & Maus, 2021; Lu & Jiang, 2022). Finalmente, las células T se 

expanden en bioreactores y se transfieren nuevamente a los pacientes en una o distintas 

dosis repartidas en diferentes días (Larson & Maus, 2021).  

Aunque el tratamiento con células CAR-T ha demostrado tener buenos 

resultados, su largo ciclo de preparación y el complejo proceso de desarrollo, así como 

la necesidad de individualizar la terapia a cada paciente, han resultado ser limitaciones 
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importantes para su aplicación (Lu & Jiang, 2022). Además, problemas relacionados con 

la proliferación, toxicidad, persistencia limitada in vivo y algunos mecanismos de 

resistencia como la pérdida de expresión del antígeno diana, son causantes de las 

principales limitaciones a la hora de ponerla en uso en la práctica clínica (Shah & Fry, 

2019). 

3. CÁNCER DE RIÑÓN 

3.1. Epidemiología 

El cáncer de riñón, o carcinoma de células renales (CCR), afecta a casi 300.000 

personas en todo el mundo y es responsable de más de 100.000 muertes al año (Linehan 

et al., 2019). Aunque los pacientes que presentan una enfermedad localizada tienen una 

tasa de supervivencia de entre el 20%-95% a los 5 años, no más del 10% de pacientes 

con enfermedad metastásica suelen sobrevivir (Huang et al., 2022; Linehan et al., 2019). 

En España, según el estudio realizado por Gómez-Palomo y colaboradores, las tasas de 

incidencia, prevalencia y mortalidad han aumentado significativamente estos últimos 

años tanto en hombres como en mujeres, y se espera que estos valores sigan creciendo 

(Gomez-Palomo et al., 2022). El tabaquismo, consumo de alcohol, obesidad y la 

hipertensión han sido factores de riesgo relacionados con el aumento tanto de la 

incidencia como la mortalidad del cáncer de riñón. Estos datos impulsan la necesidad de 

prestar especial atención a todos aquellos factores que sean potencialmente 

modificables, para que la incidencia de esta enfermedad no siga en aumento (Huang et 

al., 2022).  

3.2. Clasificación 

Según sus características morfológicas, moleculares y genéticas, el carcinoma de 

células renales fue subdividido en distintas categorías por la OMS en el año 2016 

(Warren & Harrison, 2018). Los subtipos principales de esta clasificación incluyen el 

carcinoma de células renales de células claras (ccRCC), el carcinoma papilar de células 

renales (pRCC) y el CCR cromófobo (chRCC) (Huang & Hsieh, 2020; Moch, 2013). A 

continuación, se muestra una pequeña descripción de los distintos subtipos registrados 

por la OMS, según su incidencia (Inamura, 2017; Warren & Harrison, 2018): 
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(i) Subtipos principales de CCR: 

a. Carcinoma renal de células claras (ccRCC): Comprenden entre el 65-70% de 

todos los CCR y tienen un peor pronóstico que los CCR papilares o 

cromófobos. En el 90% de los casos presentan alteraciones en el gen supresor 

de tumores de von Hippel-Lindau (VHL), y son muy comunes las mutaciones 

recurrentes en la vía PI3K/Akt/mTOR. 

b. Carcinoma papilar de células renales (pRCC): Representan entre el 15-20% 

de todos los CCR, y aunque se han asociado con un mejor pronóstico que los 

ccRCC, los pacientes con pRCC metastásico suelen presentar peor pronóstico 

que los ccRCC metastásicos. Alteraciones en MET se han asociado con 

regularidad a esta patología. 

c. Carcinoma renal cromóforo (chRCC): Comprenden entre el 5-7% de todos los 

CCR, y suelen presentar un pronóstico favorable. El 24% de los chRCC 

metastásicos presentan mutaciones en PTEN. 

(ii) Subtipos minoritarios: 

a. Neoplasia renal quística multilocular: Se define como un tumor renal 

compuesto enteramente por quistes, cuyos septos contienen células claras 

individuales o en grupos sin crecimiento expansivo. Por ello, este subtipo de 

neoplasia presenta un bajo potencial maligno.  

b. Carcinoma renal de translocación de la familia MiT (TRCC de la familia MiT): Se 

caracterizan por surgir especialmente en niños y adultos jóvenes que presentan 

CCR. Resultan de la translocación de los factores de transcripción MiT TFE3 y 

TFEB con otros genes. 

c. Carcinoma renal tubuloquístico: Es un CCR quístico poco común y comprende 

menos del 1% de todos los CCR. Generalmente, se asocia con un buen pronóstico 

y afecta en mayor medida a hombres. 

d. Carcinoma renal asociado a enfermedad quística adquirida (CCR asociado a 

ACD): Es el tumor renal más común en aquellos pacientes tanto con enfermedad 
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renal terminal como con enfermedad renal quística adquirida. La mayoría 

presentan un comportamiento indolente. 

e. Carcinoma renal papilar de células claras (CCPRCC): Es probablemente el cuarto 

subtipo de CCR más común y representa entre el 3-4% de los tumores renales. 

Es generalmente indolente y muy poco recurrente, y la probabilidad de generar 

metástasis suele ser muy baja.  

f. Carcinoma renal con deficiencia de succinato deshidrogenasa (CCR con 

deficiencia de SDH): Comprende entre el 0,05-0,2% de todos los CCR y afecta a 

aquellos pacientes con mutaciones hereditarias en uno de los genes SDH, 

encargados de formar el complejo mitocondrial.  

g. Leiomiomatosis hereditaria y carcinoma de células renales (HLRCC): Es un 

desorden de hereditaria autosómica dominante, que se caracteriza por la 

aparición de leiomiomas cutáneos y uterinos, junto a un carcinoma renal papilar 

de tipo 2. Este síndrome es causado por mutaciones en la línea germinal del gen 

de la fumarato-hidratasa (FH), y presenta un mal pronóstico, un comportamiento 

agresivo y una diseminación temprana y generalizada de la enfermedad. 

(iii) Subtipos emergentes: 

a. Carcinoma renal oncocítico tras neuroblastoma: Se ha observado que pacientes 

que hayan padecido un neuroblastoma con o sin quimioterapia tienen un mayor 

riesgo de sufrir CCR. Presentan una morfología similar a los TRCC de la familia 

MiT. 

b. Carcinoma renal folicular similar a la tiroides: Es un CCR especialmente raro, 

indolente y raramente genera metástasis. Normalmente los pacientes con este 

subtipo de CCR son mujeres. 

c. Carcinoma renal asociado al reordenamiento de ALK: Es un tipo de CCR que 

afecta tanto a niños como adultos, y comprende aproximadamente el 0,4% de 

todos los CCR. Los inhibidores de ALK han mostrado ser eficientes para su 

tratamiento. 
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d. Carcinoma renal con estroma (angio)leiomiomatoso: Esta tipología de tumor 

ocurre de manera esporádica y puede estar asociado con esclerosis tuberosa. 

Anteriormente se había clasificado como CCRCC o CCPRCC, y su asociación con 

mutaciones en TCEB1 cada vez es más clara.  

3.3. Tratamiento  

El carcinoma de células renales suele presentarse asintomático o con síntomas 

vagos, por lo que diagnosticarlo cuando aún es una enfermedad localizada es todo un 

desafío (Huang & Hsieh, 2020). Cuando se consigue actuar en estas circunstancias, la 

resección quirúrgica es la base del tratamiento (Chowdhury & Drake, 2020). Los 

pacientes suelen recibir una nefrectomía radical o parcial, según la extensión de la 

enfermedad (Huang & Hsieh, 2020). El 40% de estos pacientes, suelen desarrollar 

recurrencia de la enfermedad (Chowdhury & Drake, 2020; Yang & Chen, 2020). Cuando 

la enfermedad se encuentra en su estado metastásico, la cirugía ya no es una opción. 

Históricamente, los tratamientos sistémicos se basaron en interferón-α (IFNα) e 

interleuquina2 (IL-2), pero sus efectos tóxicos y la escasa supervivencia (10-20% de los 

pacientes) tras su uso han llevado al desarrollo de terapias alternativas (Huang & Hsieh, 

2020; Yang & Chen, 2020): 

- Inhibidores angiogénicos: Dado que las mutaciones en el gen VHL, responsables de 

la activación de factores proangiogénicos como el VEGF (vascular endothelial growth 

factor; factor de crecimiento del endotelio vascular), son muy frecuentes en CCR, el 

uso de inhibidores de la angiogénesis ha conseguido buenos resultados en la clínica 

(Huang & Hsieh, 2020). Entre ellos, los TKIs sorafenib, sunitinib, pazopanib, axitinib 

y cabozantinib, y el anticuerpo monoclonal bevacizumab, son utilizados para el 

tratamiento tanto de primera como segunda línea (Chowdhury & Drake, 2020; 

Huang & Hsieh, 2020; Yang & Chen, 2020). Por lo general, se sabe que la inhibición 

de VEGF promueve la normalización de la vasculatura tumoral, permitiendo una 

mejor infiltración de células inmunes y con ello una respuesta antitumoral (Huang & 

Hsieh, 2020). 

- Inhibidores de mTORC1: Las mutaciones en la vía de mTORC1 también suelen ser 

muy comunes en CCR, por lo que el uso de inhibidores análogos de la rapamicina, 
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como temsirolimus y everolimus, han ofrecido en muchos casos una ventaja 

terapéutica (Huang & Hsieh, 2020). 

- Inhibidores de puntos de control inmunológico (ICI): Distintos estudios han 

demostrado que un tercio de las muestras de CCR expresan el ligando de muerte 

celular programada 1 (PD-L1), y que más del 50% de las células inmunitarias 

infiltradas en estos tumores son positivas para su receptor PD-1. Este hecho produce 

una regulación negativa de la inmunidad antitumoral (Huang & Hsieh, 2020). Por 

este motivo, las terapias actuales se han centrado en inhibidores de estos puntos de 

control inmunológico, como son los anticuerpos monoclonales nivolumab (anti-PD-

1), ipilimumab (anti-CTLA-4), pembrolizumab (anti-PD-1) y avelumab (anti-PD-L1) 

(Chowdhury & Drake, 2020; Huang & Hsieh, 2020). Su uso en combinación con 

inhibidores antiangiogénicos y de mTORC1 en primera línea ha supuesto una mejora 

significativa, respecto a los tratamientos convencionales (Chowdhury & Drake, 

2020).  

4. CÁNCER DE PÁNCREAS 

4.1. Epidemiología 

 El cáncer de páncreas (CP) es una de las principales causas de mortalidad por 

cáncer en los países desarrollados y una de las neoplasias malignas más letales en todo 

el mundo (Ilic & Ilic, 2016). Según el Observatorio Mundial del Cáncer (GLOBOCAN), en 

2020 el cáncer de páncreas causó casi tantas muertes (n = 466.003) como número de 

pacientes se diagnosticaron (n = 495.773), situándolo en el séptimo lugar entre todos 

los tumores malignos (Cai et al., 2021; Yang et al., 2021). Ocupa constantemente el 

último lugar entre todos los cánceres en términos de pronóstico, y se prevé que se 

convierta en la segunda causa de muerte por cáncer en el año 2030 (Hu et al., 2021; Lai 

et al., 2019). El adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC), es el tipo de cáncer de 

páncreas más común. Su tasa de supervivencia general a los 5 años no supera el 7%, 

debido a que más del 80% de los pacientes presentan una enfermedad avanzada en el 

momento del diagnóstico (Lai et al., 2019).  

En España, la incidencia del cáncer de páncreas ha aumentado progresivamente 

durante las últimas 6 décadas, siendo el PDAC la patología que representa más del 80% 
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de todas las neoplasias pancreáticas en nuestro país (Marra-Lopez Valenciano, 2022). 

Las causas de su aparición siguen siendo desconocidas (Hidalgo, 2010), aunque varios 

factores como el tabaquismo, obesidad, diabetes mellitus e inactividad física son 

responsables del aumento de su tasa de incidencia (Khalaf et al., 2021). Por ejemplo, el 

riesgo de padecer cáncer de páncreas en personas fumadoras es de 2,5 a 3,6 veces 

mayor que en personas no fumadoras (Hidalgo, 2010). 

4.2. Clasificación 

En términos histológicos, las neoplasias pancreáticas se clasifican generalmente 

en dos tipos: exocrinas y endocrinas. Los cánceres de páncreas exocrinos comprenden 

más del 95% de los casos, siendo el adenocarcinoma ductal pancreático el subtipo más 

predominante (entre el 85-90% de los CP) (Hu et al., 2021; Pokrzywa et al., 2019). Entre 

los otros subtipos exocrinos menos comunes, tendríamos el carcinoma adenoescamoso, 

el carcinoma de células gigantes, de células acinares y el de células pequeñas (Hu et al., 

2021). Aunque son pocos los estudios que han explorado los tumores de origen 

endocrino, éstos se suelen clasificar según la célula de origen y las hormonas que 

secretan: insulinomas, glucagonomas y gastrinomas (Grant, Hua, & Singh, 2016). 

Finalmente, varios estudios de secuenciación genética y epigenética han conseguido 

definir cuatro subtipos moleculares de PDAC, los cuales presentan comportamientos 

biológicos distintos (Grant, Hua, & Singh, 2016; Lai et al., 2019; Torres & Grippo, 2018):  

a. Subtipo escamoso: Presenta una incidencia del 31% y se caracteriza por una gran 

variedad de alteraciones en genes implicados con la inflamación, respuesta a la 

hipoxia, reprogramación metabólica, autofagia y la activación de distintas vías 

de señalización, como la de TGFβ, WNT y MYC. Además, son muy frecuentes las 

mutaciones en el gen supresor tumoral p53. Es el subtipo con peor pronóstico 

de todos, seguramente debido a la gran cantidad de sistemas que se ven 

afectados en él. 

b. Subtipo progenitor pancreático: Presenta una incidencia del 19%, y se 

caracteriza por presentar alteraciones en factores de transcripción relacionados 

con el desarrollo pancreático, como son PDX1 y KRAS. Además, se encuentran 

alterados varios tipos de procesos celulares, como son la oxidación de ácidos 
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grasos, biosíntesis de hormonas esteroides, metabolismo de fármacos y la 

glicosilación de mucinas. Curiosamente, este tipo de tumores son más sensibles 

al TKI de EGFR erlotinib. 

c. Endocrino exocrino aberrantemente diferenciado (ADEX): Con una incidencia 

del 21%, ADEX se caracteriza por la regulación positiva de redes transcripcionales 

involucradas en las últimas etapas del desarrollo, que definen la diferenciación 

de los linajes exocrino y endocrino del páncreas. Algunos de estos genes son 

NR5A2, MIST1 y RBPJL, y están asociados a la activación de KRAS. 

d. Inmunogénico: Presenta una incidencia del 29%, y se caracteriza por un 

aumento notable en la infiltración de células B y T, y una regulación positiva de 

la señalización de PD-1 y CTLA-4. En estos pacientes sería interesante restaurar 

las funciones críticas del sistema inmunológico, por lo que la utilización de 

inhibidores de puntos de control inmunitarios podría ofrecerles algún tipo de 

beneficio. 

4.3. Tratamiento 

Generalmente, los pacientes con PDAC son muy difíciles de tratar debido a que 

suelen ser asintomáticos y su diagnóstico se lleva a cabo cuando los tumores ya son 

metastásicos (Grant, Hua, & Singh, 2016). En estos casos, ya no se puede realizar la 

resección quirúrgica del tumor, que sería el único tratamiento curativo para la patología. 

En cuanto a la quimioterapia, los pacientes con PDAC suelen tratarse con una 

combinación de gemcitabina, nab-pacilitaxel y FOLFIRINOX (una combinación de 

fármacos que incluyen ácido folínico, fluorouracilo, irinotecán y oxaliplatino), que son 

inhibidores de la replicación del DNA (X. Chen et al., 2021; Grant, Hua, & Singh, 2016). 

Estos agentes citotóxicos se dirigen preferentemente a células en división, por lo que 

son muchos los efectos secundarios y las toxicidades asociadas a los mismos (Grant, Hua, 

& Singh, 2016). Debido a ello, y considerando la heterogeneidad de genes y vías de 

señalización asociados a esta enfermedad, se está investigando el uso de nuevas 

terapias alternativas (Lai et al., 2019): 

- Inhibidores de receptores transmembrana y proteínas involucradas en vías de 

señalización: Diferentes ensayos han demostrado que el uso de distintos inhibidores 
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en monoterapia o en combinación de quimioterapia convencional mejoran la 

supervivencia de los pacientes. Entre ellos, los inhibidores de la quinasa MEK1/2 

(trametinib y selumetinib), del receptor de IGF (ganitumab), de mTOR (everolimus y 

temsirolimus), de los receptores de la tropomiosina quinasa (TRK) (larotrectinib y 

entrectinib), de NOTCH (demcizumab y tarextumab), TGFβ (galuniertinib), de Hh (IPI-

926 y vismodegib) y CDK4/6 (palbociclib), son los que mejores resultados han 

proporcionado hasta ahora.  

- Inhibidores de los factores de reparación del DNA: Distintos estudios han 

demostrado que la utilización de inhibidores de PARP (poly ADP-ribose polymerase; 

poli ADP-ribosa polimerasa), como olaparib, rucaparib y veliparib, mejoran el 

pronóstico y la supervivencia de aquellos pacientes de PDAC con mutaciones en 

BRCA1/2, PALB2 o ATM. 

- Inhibidores de la matriz extracelular: De entre los inhibidores evaluados, solo la 

hialuronidasa humana recombinante pegilada (PEGPH20) y pamrevlumab, en 

combinación con gemcitabina y nab-paclitaxel, han mostrados resultados preclínicos 

alentadores. 

- Inhibidores de células madre tumorales (CSC; cancer stem cells): La evidencia 

preclínica ha mostrado que la napbucinasa, un inhibidor de STAT3, es capaz de 

sensibilizar las células tumorales de PDAC a los tratamientos de la quimioterapia 

convencional. 

- Inmunoterapia: A pesar de la importancia que parece ejercer el sistema inmune en 

el desarrollo de la enfermedad, la inmunoterapia no ha demostrado hasta ahora una 

mejora en la supervivencia de los pacientes con PDAC. Actualmente, se están 

investigando inhibidores contra CTLA4 y PD-1 en combinación con la quimioterapia 

convencional, a la espera que los resultados muestren una mejora en la eficacia de 

la misma. 
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5. CÁNCER DE MAMA 

5.1. Epidemiología 

El cáncer de mama es el tumor maligno más común en mujeres en todo el mundo 

(Fares et al., 2019; Smolarz, Nowak, & Romanowicz, 2022), con 2,26 millones de nuevos 

casos diagnosticados cada año (Lukasiewicz et al., 2021; Siegel et al., 2023). En los 

últimos años, el índice de mortalidad por cáncer de mama ha descendido debido a los 

programas de diagnóstico precoz y a la mejora en los tratamientos (Cleries et al., 2022). 

Aun así, la enfermedad es responsable del 15,5% de las muertes anuales por cáncer en 

mujeres (Siegel et al., 2023). En España, el cáncer de mama es la segunda causa de 

muerte relacionada con el cáncer entre las mujeres españolas. Aunque los avances en 

las distintas terapias hayan dado mejoras en la supervivencia a 5 años, una pequeña 

porción de las mujeres que sobreviven a esta enfermedad más allá de este tiempo 

presentan una alta probabilidad de muerte dentro de los 10 años siguientes (Cleries et 

al., 2022).  

Se han identificado múltiples factores que pueden influir en el desarrollo del 

cáncer de mama. Entre ellos, se incluirían el género, la edad, factores ambientales, 

hormonales, hereditarios, mutaciones genéticas, estilo de vida, tiempo de exposición a 

estrógenos o número de hijos (Lukasiewicz et al., 2021; Siegel et al., 2023; Smolarz, 

Nowak, & Romanowicz, 2022). Se estima que aproximadamente el 30% de los casos de 

cáncer de mama se atribuyen a factores de riesgo que pueden modificarse (Giaquinto 

et al., 2022). El cáncer de mama, además, es una enfermedad muy heterogénea en 

cuanto a términos histológicos, respuesta a terapias, patrones de diseminación y 

resultados en las pacientes (Prat & Perou, 2011). Por ello, se han realizado grandes 

esfuerzos para establecer un sistema de clasificación en función de patrones de 

expresión genética o histológicos, que permitan una mejora en el pronóstico o 

predicción de estos tumores en la práctica clínica (Parker et al., 2009; Perou et al., 2000).  
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5.2. Clasificación 

(i) Clasificación según el perfil molecular 

En el año 2000, Perou y colaboradores analizaron por primera vez los perfiles de  

expresión genética del cáncer de mama mediante el uso de microarrays, que permitió 

identificar cuatro subtipos moleculares: luminal, HER2-enriched, basal-like y normal 

breast-like (Johnson et al., 2019; Perou et al., 2000). Las investigaciones realizadas en 

los últimos años han demostrado una mayor heterogeneidad molecular del cáncer de 

mama, lo que ha permitido establecer una clasificación final compuesta por seis 

subtipos: luminal A, luminal B, HER2-enriched, basal-like, normal breast-like y claudin-

low (Johnson et al., 2019; Lukasiewicz et al., 2021). Todos ellos con notables diferencias 

en cuanto a la incidencia, respuesta al tratamiento, progresión y supervivencia a la 

enfermedad (Johnson et al., 2019).  

a. Luminal A y luminal B 

Los tumores de tipo luminal son el subtipo más común en cáncer de mama y 

representan entre el 60-70% de todos los tumores (Johnson et al., 2019; Lukasiewicz et 

al., 2021). Los tumores luminales A se caracterizan por la presencia del receptor de 

estrógeno (ER) y/o el receptor de la progesterona (PR), y suelen carecer de expresión de 

HER2. En este subtipo, los factores de transcripción del ER activan genes cuya expresión 

es característica del epitelio luminal que recubre los conductos mamarios. También 

presentan una baja expresión de genes relacionados con la proliferación celular, y un 

índice bajo de la proteína Ki67 (antígeno nuclear de células proliferativas) en 

inmunohistoquímica (IHQ). Clínicamente son de bajo grado, de crecimiento lento y la 

tasa de recaída es significativamente menor que en otros subtipos (Eroles et al., 2012; 

Johnson et al., 2019; Lukasiewicz et al., 2021; Yersal & Barutca, 2014). A diferencia de 

estos, los tumores de subtipo luminal B son de mayor grado, presentan un fenotipo más 

agresivo, mayor índice proliferativo (alto índice de Ki677 en IHQ), y un peor pronóstico 

general. Además, expresan el receptor de estrógeno de manera similar al subtipo A, y 

pueden ser PR negativos y/o HER2 positivos (Eroles et al., 2012; Lukasiewicz et al., 2021; 

Yersal & Barutca, 2014).  
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b. HER-2-enriched (HER2-E) 

Los tumores enriquecidos en HER2 representan entre el 15-20% de todos los 

cánceres de mama (Eroles et al., 2012; Malhotra et al., 2010). Se caracterizan por 

sobreexpresar a HER2, carecen de expresión de ER y PR y poseen un índice de Ki67 alto 

(Johnson et al., 2019; Lukasiewicz et al., 2021; Malhotra et al., 2010). Además, más del 

40% de estos tumores presentan mutaciones en p53 (Eroles et al., 2012). La 

amplificación del gen y la consecuente sobreexpresión de HER2 se relaciona con 

tumores de mayor grado histológico, con gran capacidad proliferativa y de generar 

metástasis, lo que conlleva a una baja supervivencia y peor pronóstico de la enfermedad 

en comparación a otros subtipos (Malhotra et al., 2010). Afortunadamente, la 

introducción de nuevas terapias dirigidas ha producido un cambio en el panorama 

clínico, ya que son tumores que responden muy bien a agentes bloqueantes de HER2 

(Lukasiewicz et al., 2021; Malhotra et al., 2010).  

c. Basal-like 

Los tumores de subtipo basal representan entre el 10-20% de todos los 

carcinomas de mama (Eroles et al., 2012). Su denominación se debe a que estos tumores 

expresan genes característicos de las células tanto mioepiteliales como basales del 

tejido sano de la mama, como son las citoqueratinas 5, 14 y 17 (Eroles et al., 2012; Yersal 

& Barutca, 2014). Su característica principal es la ausencia de expresión de los 

receptores ER, PR y HER2. Por este motivo, suelen denominarse histológicamente como 

tumores “triple negativo”, aunque ambos términos no son completamente sinónimos 

(Eroles et al., 2012). Se asocian con un alto grado histológico, un comportamiento 

agresivo, un alto índice de Ki67 y una gran capacidad de generar metástasis (Yersal & 

Barutca, 2014). Los tumores de tipo basal tienen peor pronóstico que los de tipo luminal, 

aunque suelen presentar una mejor respuesta a la quimioterapia (Eroles et al., 2012). 

Se caracterizan por su aparición a edades tempranas, y su alta agresividad y mal 

pronóstico podrían explicarse debido a la alta tasa de mutaciones en p53 (Eroles et al., 

2012; Yersal & Barutca, 2014). Esta característica también podría deberse a la baja 

expresión de genes implicados tanto en las uniones estrechas como adherentes entre 

células, y la alta expresión de genes involucrados en la transición epitelio-mesénquima 

(EMT) (Yersal & Barutca, 2014). Además, son muy frecuentes las mutaciones en BRCA1, 
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por lo que estos tumores presentan defectos en los procesos de reparación de roturas 

de doble cadena en el DNA (Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014). 

d. Normal breast-like 

Este subtipo de tumores representa alrededor del 5-10% de todos los carcinomas 

de mama (Yersal & Barutca, 2014). Expresan genes característicos del tejido adiposo, y 

presentan un pronóstico intermedio entre los subtipos luminal y basal, y no suelen 

responder a la quimioterapia neoadyuvante (Eroles et al., 2012). Debido a la carencia de 

expresión de ER, PR y HER2, estos tumores también se clasifican como triple negativo, 

pero no pueden considerarse de tipo basal debido a la falta de expresión de CK5 y EGFR 

(Eroles et al., 2012; Yersal & Barutca, 2014). La relevancia clínica de estos tumores aún 

está por determinar, y su existencia real a día de hoy está puesta en duda. Se cree incluso 

que su identificación fue debida a un artefacto técnico procedente de la contaminación 

con tejido normal en los microarrays (Eroles et al., 2012). 

e. Claudin-low 

Los tumores del subtipo claudin-low fueron los últimos en clasificarse y 

representan entre el 12-14% del total de carcinomas de mama (Eroles et al., 2012). Son 

tumores de mal pronóstico, y suelen tener una mala respuesta a la quimioterapia 

neoadyuvante, con valores intermedios entre los tumores basales y luminales. Son de 

alto grado histológico, con un índice de Ki67 bajo, y la mayoría carecen de expresión de 

los receptores ER, PR y HER2, por lo que suelen incluirse dentro del grupo histológico 

“triple negativo”. Se caracterizan, además, por una baja expresión de genes implicados 

tanto en las uniones estrechas como en la adhesión celular, incluyendo las claudinas 

3/4/7, cingulina, ocludina y E-cadherina, dando lugar a su nombre (claudin-low; baja 

expresión de claudina). Además, este subtipo de tumores sobreexpresan una amplia 

variedad de genes relacionados con la respuesta inmune, la diferenciación mesenquimal 

y la transición epitelio-mesénquima (EMT), hecho que les hace genéticamente muy 

similares a las propias células madre (Eroles et al., 2012; Lukasiewicz et al., 2021).  

(ii) Clasificación según el perfil histológico 

Debido a los altos costes y compleja implementación que supone aplicar la 

clasificación molecular del cáncer de mama en la práctica clínica, ha sido necesario 
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identificar marcadores que permitan una clasificación histológica menos compleja 

(Tabla 2) (Viale, 2012). Este método de clasificación se basa en el perfil de expresión de 

los receptores ER, PR, HER2 y el índice de Ki67 (De Laurentiis et al., 2010; Viale, 2012). A 

partir de ellos, se pueden distinguir tres subtipos histológicos: hormonales, HER2 

positivos y triple negativos (TNBC). Los tumores clasificados en el subtipo hormonal 

(luminal A y luminal B) expresan los receptores ER y/o PR, los tumores HER2+ se 

caracterizan por expresar al oncogén HER2, y los triple negativos, que incluyen los 

subtipos basal-like, normal breast-like y claudin-low, carecen de expresión de ER, PR y 

HER2. La clasificación basada en los valores de IHC se aproxima bastante a la clasificación 

molecular anteriormente vista, aunque con ligeras diferencias tanto en los subtipos 

luminal B como en los basal-like (Viale, 2012). El tratamiento que se aplicará a cada 

tumor dependerá en la clínica de esta clasificación. Por ejemplo, los carcinomas 

hormonales (luminal A y B), se tratan mediante terapia endocrina dirigiéndose a los 

receptores de estrógenos. Los tumores HER2+ se tratan con agentes dirigidos al bloqueo 

de HER2, y los tumores TNBC responden a quimioterapia e inmunoterapia. Estos últimos 

presentan un desafío importante a la hora de ser tratados en la práctica clínica, ya que 

las terapias dirigidas no pueden ser utilizadas en ellos debido a la falta de expresión de 

los tres receptores (Reddy, 2011). 

Tabla 2. Clasificación y características de los subtipos moleculares e histológicos del cáncer de 
mama. 

Subtipo 

histológico 

Subtipo 

molecular 

Bio-

marcadores 

Frecuencia 

de casos 

Pronóstico Terapia 

 

 

Luminal 

 

Luminal A 

ER+ 

PR+ 

HER2- 

Ki67 bajo 

 

50-60% 

 

Bueno 

 

Hormonal 

 

Luminal B 

ER+ 

PR+ 

HER2- 

Ki67 alto 

 

10-20% 

 

Intermedio 

 

Hormonal 

Quimioterapia 

 
 

 

HER2-

enriched 

ER- 

PR- 

HER2+ 

Ki67 alto 

 

15-20% 

 

Intermedio 

Quimioterapia 

Terapia 

dirigida 
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HER2+  

Luminal B 

HER2+ 

 

ER+ 

PR+ 

HER2+ 

Ki67 alto 

  

 

Intermedio 

Hormonal 

Quimioterapia 

Terapia 

dirigida 

 

 

Triple 

negativo 

Basal-like  

ER- 

PR- 

HER2- 

Ki67 variable 

10-20%  

 
 

Malo 

 

 

 
 

Quimioterapia 
Normal 

breast-like 

 

5-10% 

Claudin-low 12-14% 

5.3. Tratamiento 

Una vez diagnosticado el cáncer de mama, el tratamiento a seguir va a depender 

de distintos factores, como son el subtipo tumoral, el estadio de la enfermedad, 

presencia de mutaciones en los genes BRCA1 y 2, el riesgo de recurrencia, la edad y el 

estado de menopausia de la paciente. En cada caso, el tratamiento a seguir será 

completamente individualizado (Ayala de la Pena et al., 2019; Moulder & Hortobagyi, 

2008). El estadio de la enfermedad estará determinado por el tamaño del tumor, el 

número y ubicación de ganglios linfáticos afectados y la presencia de enfermedad 

metastásica (Moulder & Hortobagyi, 2008). Cuando el cáncer de mama se encuentra 

localmente avanzado y sin metástasis a distancia, la extirpación mediante cirugía es 

siempre la primera opción. En estos casos, tanto la quimioterapia neoadyuvante pre-

operatoria como la radioterapia adyuvante después de la cirugía serán buenos aliados 

para conseguir la completa eliminación del tumor y evitar recaídas (Ayala de la Pena et 

al., 2019; Shien & Iwata, 2020). Cuando el cáncer de mama sea inoperable y metastásico, 

el tratamiento sistémico será la única opción. En estos casos, la terapia endocrina, las 

distintas terapias dirigidas y la quimioterapia serán los encargados de mejorar la 

supervivencia de la paciente (Shien & Iwata, 2020). 

- Terapia hormonal: La terapia hormonal está dirigida a aquellos tumores con 

expresión de los receptores ER y PR, por lo que solo los carcinomas de tipo luminal 

pueden beneficiarse de la misma (Tong et al., 2018). El tratamiento se basa en 

reducir tanto los niveles de estrógenos como bloquear que estos estimulen a las 

células tumorales. Los tratamientos utilizados actualmente incluyen: (i) tamoxifeno 
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o toremifeno, que son moduladores selectivos que bloquean la unión de estrógenos 

por parte del ER; (ii) inhibidores de la aromatasa (letrozol, anastrozol y exemestano), 

que reducen los niveles de estrógenos al suprimir su conversión a partir de los 

andrógenos; (iii) análogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante 

(goserelina y leuprolida), que producen la supresión ovárica de la misma; y (iv) 

fulvestrant, un degradador selectivo del receptor de estrógeno (Lukasiewicz et al., 

2021; Shien & Iwata, 2020; Tong et al., 2018). La utilización de tamoxifeno, que es la 

terapia hormonal más establecida, es capaz de reducir en un 40% el riesgo de 

recurrencia, tanto en pacientes premenopáusicas como posmenopáusicas (Ayala de 

la Pena et al., 2019).  

- Terapia dirigida: La heterogeneidad genética de los tumores de cáncer de mama ha 

producido el desarrollo de múltiples terapias dirigidas contra distintas dianas 

moleculares, incluyendo los receptores hormonales. Para el cáncer de mama HER2+, 

se han aprobado varios agentes que bloquean específicamente la actividad del 

receptor, como son los anticuerpos monoclonales trastuzumab, pertuzumab y 

margetuximab, los anticuerpos conjugados a fármacos T-DM1, T-DXd y disitamab 

vedotin, y los inhibidores de la actividad tirosina quinasa lapatinib, neratinib y 

tucatinib (Lukasiewicz et al., 2021; Tong et al., 2018). Además, la utilización de 

inhibidores dirigidos a otros receptores de la familia HER mejoran el efecto 

anticancerígeno de las terapias anti-HER2. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal 

anti-HER3 patritumab disminuye la dimerización entre ambos receptores (Tong et 

al., 2018). Entre las terapias emergentes, los inhibidores de CDK4/6 (palbociclib, 

ribociclib y abemaciclib), se han utilizado para el tratamiento de los tumores ER y/o 

PR positivos, debido a que entre el 14-29% de ellos presentan amplificación de la 

ciclina D1 y CDK4.  

Además, numerosos estudios han demostrado que la vía de señalización de 

PI3K/Akt/mTOR se encuentra activa en más del 70% de los cánceres de mama. Por 

ello, se utilizan con frecuencia inhibidores de PI3K (alpelisib y taselisib), Akt (MK-

2206 y capivasertib) y de mTOR (everolimus y temsirolimus) (Lukasiewicz et al., 

2021; Obidiro, Battogtokh, & Akala, 2023; Tong et al., 2018).  
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En cuanto al tratamiento del cáncer de mama triple negativo, no se han podido 

desarrollar muchas terapias dirigidas eficaces debido a la falta de objetivos 

moleculares que causen la patología. Como excepción encontramos a TROP2, una 

glicoproteína transmembrana que participa en el control de la homeostasis del 

calcio, cuya expresión se ha detectado en más del 85% de los casos de TNBC (Bardia 

et al., 2019; de Nonneville et al., 2022; Schreiber, Andress, & Diamond, 2021). 

Sacituzumab govitecan (SG), un ADC contra TROP2, fue aprobado por la FDA en 2016 

para el tratamiento de pacientes con TNBC (Nader-Marta et al., 2023; Obidiro, 

Battogtokh, & Akala, 2023; Tong et al., 2018). Las pacientes tratadas con este ADC 

han demostrado responder un 35% más en comparación a las tratadas con 

quimioterapia estándar (Schreiber, Andress, & Diamond, 2021). Actualmente, se han 

empezado a introducir inhibidores de la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) (olaparib, 

veliparib, niraparib, rucaparib y talazoparib), en el tratamiento del TNBC con 

mutaciones en BRCA1/BRCA2 (Mandapati & Lukong, 2023; Obidiro, Battogtokh, & 

Akala, 2023; Tong et al., 2018). Debido a la alta expresión de PD-L1 en estos tumores, 

la utilización de inhibidores de puntos de control inmunológico (atezolizumab, 

durvalumab y avelumab) ha resultado ser eficiente para su tratamiento (Obidiro, 

Battogtokh, & Akala, 2023). La utilización de agentes antiangiogénicos, como el 

anticuerpo monoclonal anti-VEGF humanizado recombinante (rhuMAb VEGF) o 

bevacizumab, también han mostrado una mejora en la tasa de respuesta general en 

el cáncer de mama (Lukasiewicz et al., 2021; Tong et al., 2018).  

- Quimioterapia: La quimioterapia en el cáncer de mama consiste en un tratamiento 

sistémico que utiliza fármacos que evitan el crecimiento y división de las células 

tumorales. Puede ser utilizada de forma adyuvante antes de una cirugía para 

disminuir el tamaño del tumor y facilitar su extirpación. La quimioterapia 

neoadyuvante es utilizada mayoritariamente en aquellos subtipos moleculares de 

peor pronóstico (HER2 o TNBC), aunque aquellas pacientes que presenten cáncer de 

mama con metástasis en los ganglios linfáticos o con un alto riesgo de recurrencia 

también son candidatas a recibir el tratamiento. Actualmente, la quimioterapia se 

basa en el uso simultáneo de distintos fármacos: carboplatino, ciclofosfamida, 5-

fluorouracilo/capecitabina, taxanos (paclitaxel, docetaxel) y antraciclinas 



Introducción 

 

66 
 

(doxorrubicina, epirrubicina). La elección del tratamiento depende del subtipo 

molecular del tumor. Por ejemplo, los taxanos son especialmente efectivos en TNBC, 

donde la falta de expresión de dianas moleculares hace que sean tumores muy 

difíciles de tratar. A pesar de su eficacia, la quimioterapia suele producir varios 

efectos secundarios, por lo que su uso puede llevar a múltiples complicaciones en la 

salud del paciente (Lukasiewicz et al., 2021; Mandapati & Lukong, 2023; Shien & 

Iwata, 2020). 
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La familia de receptores tirosina quinasa ErbB/HER y sus ligandos juegan un papel 

fundamental en las vías de señalización implicadas en la proliferación, migración y 

diferenciación celular. Cambios en la expresión de estas proteínas se relacionan 

frecuentemente con la aparición de múltiples enfermedades oncológicas, y su uso como 

dianas terapéuticas ha demostrado mejorar la supervivencia de pacientes con distintos 

tipos de cáncer. A pesar de ello, el desarrollo de vías de escape y la adquisición de 

mecanismos de resistencia a las terapias actuales está siendo un grave problema para 

el tratamiento de estas patologías. Por ejemplo, el carcinoma renal de células claras o el 

adenocarcinoma ductal pancreático se caracterizan por su alta tasa de recaída después 

de una respuesta a corto plazo a las terapias dirigidas. En el cáncer de mama HER2+, la 

resistencia primaria o adquirida a las terapias anti-HER2 es responsable de la mayoría 

de fracasos al tratamiento. Por ello, estudiar los mecanismos celulares y moleculares 

subyacentes a cada patología es esencial para poder diseñar nuevas terapias dirigidas, 

que puedan ser eficientes para la cura de estas enfermedades. 

OBJETIVOS 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, los objetivos de la presente Tesis Doctoral son: 

I. Evaluar el potencial antitumoral de nuevas terapias dirigidas contra el 

carcinoma renal de células claras y el adenocarcinoma ductal pancreático. 

II. Identificar nuevas dianas terapéuticas capaces de revertir la resistencia a 

neratinib en modelos de cáncer de mama HER2+. 
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1. REACTIVOS Y ANTICUERPOS 

1.1. Reactivos 

Los medios de cultivo, el suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum), la tripsina-

EDTA y los antibióticos (penicilina/estreptomicina) fueron adquiridos a través de Lonza 

(Basilea, Suiza). El material de plástico estéril utilizado en cultivos celulares fue obtenido 

de BD Biosciences (Franklin Lakes, Nueva Jersey, Estados Unidos) y Corning Incorporated 

(Corning, Nueva York, Estados Unidos). 

Los fármacos trastuzumab, T-DM1 y T-DXd, de Hoffmann-La Roche (Basilea, 

Suiza), fueron adquiridos a través de una farmacia local o donados por Genentech (South 

San Francisco, CA, Estados Unidos). Cetuximab se obtuvo de Merck (Darmstadt, 

Alemania), y el anticuerpo policlonal anti-TGFα de R&D Systems (Mineápolis, Estados 

Unidos). Los anticuerpos monoclonales anti-TGFα fueron encargados a la empresa 

Biotem (Apprieu, Francia). El inhibidor erlotinib fue de Hoffmann-La Roche, gefitinib de 

AstraZeneca (Cambridge, Reino Unido), lapatinib, neratinib y tucatinib de Selleckchem 

(Houston, Estados Unidos). Dasatinib fue de LC Laboratories (Woburn, Estados Unidos) 

y Cl-amidine fue de Sigma-Aldrich (San Luís, Misuri, Estados Unidos). El TGFα humano 

recombinante utilizado para generar los anticuerpos monoclonales y estimular las 

células en cultivo fue de GenScript (Piscataway, Estados Unidos). La mertansina (DM1), 

Deruxtecan (DXd) y la monometil auristatina F (MMAF) fueron de MedChemExpress 

(Monmouth Junction, Estados Unidos). 

Las enzimas de restricción, los tampones empleados en las digestiones de DNA, 

los dNTPs (deoxynucleotide triphosphates), y la ligasa T4 de DNA con su tampón de 

reacción se obtuvieron de Fermentas Life Sciences (Burlington, Canadá). La enzima DNA 

polimerasa y su tampón de reacción se compraron en Biotools Biotechnological & 

Medical Laboratories (Madrid, España), y los oligonucleótidos se adquirieron de Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, Estados Unidos). La SMARTScribe™ Reverse Transcriptase 

fue de Clontech (San José, Canadá, Estados Unidos), y el RNasin RNase Inhibitor fue 

suministrado por Promega (Madison, Wisconsin, Estados Unidos). 

El reactivo jetPEI® y el NaCl empleados en las transfecciones celulares fue de 

Polyplus Transfection (Illkirch, Francia). Los vectores lentivirales y plásmidos utilizados 
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fueron subministrados por Cultek (Madrid, España), Addgene (Cambridge, 

Massachusetts, Estados Unidos), GenScript, Thermo Fisher Scientific o Sigma-Aldrich. La 

puromicina utilizada para la selección fue de Sigma-Aldrich. 

La proteína A-Sefarosa® y la GammaBind G-Sefarosa® fueron distribuidas por GE 

Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido). Las membranas de PVDF Immobilon® fueron 

compradas a Millipore Corporation (Billerica, Massachusetts, Estados Unidos) y las 

películas de autorradiografía, a Agfa-Gevaert (Mortsel, Bélgica). Los reactivos generales 

utilizados rutinariamente en el laboratorio fueron adquiridos a través Sigma-Aldrich, 

Roche Biochemicals (San Louis, MO, Estados Unidos), Merck y USB (Cleveland, Estados 

Unidos). 

1.2. Anticuerpos 

Los anticuerpos utilizados en este trabajo de investigación y su procedencia se 

encuentran detallados en la Tabla 3 (anticuerpos primarios) y Tabla 4 (anticuerpos 

secundarios). El procedimiento seguido para la obtención de anticuerpos tanto 

policlonales como monoclonales en el laboratorio se describe detalladamente en las 

secciones 1.2.1 y 1.2.2.   

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en inmunodetección. 

Antígeno Aplicación Huésped Casa comercial                

y referencia 

BUBR1 WB, 1:2.500 Ratón BD, #612503 

Calnexina WB, 1:40.000 Conejo Stressgen Bioreagents, 

SPA-860-F 

Calnexina (E-10) WB, 1:20.000 Ratón Santa Cruz, #sc-46669 

CD3-ζ WB, 1:1.000 Ratón Santa Cruz, #sc-66275 

DM1* WB, 1:10.000 Conejo Generado en nuestro 

laboratorio 

DXd* WB, 1:5.000 Conejo Generado en nuestro 

laboratorio 

EGFR (528) IP, 1 µg Conejo (Sato et al., 1983) 

EGFR* WB, 1:10.000 Conejo  (Sanchez‐Martin & 

Pandiella, 2012) 

Flag WB, 1:3.500 Ratón Sigma-Aldrich, #F1804 

GAPDH WB, 1:10.000 Ratón Santa Cruz, #sc-166574 

HER2 IP, 1 µg Humano Roche, (trastuzumab) 
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HER2 (Ab3) WB, 1:10.000 

IF, 1:40 

Ratón Calbiochem, #OP15 

HER3* IP, 1 µg 

WB, 1:5.000 

Conejo (Sanchez‐Martin & 

Pandiella, 2012) 

LAMP-1 IF, 1:100 Conejo Cell signaling, #9091 

MMAF WB, 1:5.000 Ratón Invitrogen, #62538 

PADI3 WB, 1:2.000 Ratón Cell signaling, #393622 

pHistona H3 WB, 1:6.000 Conejo Millipore, #06-570 

pro-TGFα (5F1 mAb) IP, 1 µg Ratón BIOTEM 

pro-TGFα (16B10 mAb) IP, 1 µg  Ratón BIOTEM 

pro-TGFα (pAb) IP, 1 µg Cabra R&D, #AF-239-NA 

pro-TGFα (R163)* WB, 1:5.000 Conejo Generado en nuestro 

laboratorio 

pTyr99 WB, 1:10.000 Ratón Santa Cruz, #sc-7020 

TGFα (Tail)* IP, 1 µg 

WB, 1:5.000 

IF, 1:3.000 

Conejo (Atanasio Pandiella & 

Joan Massague, 1991) 

YES1 IP, 1 µg 

WB, 1:3.000 

Conejo Cell signaling, #3201 

WB: Western Blot, IP: inmunoprecipitación, IF: inmunofluorescencia, *Anticuerpos generados en el 
laboratorio. 

 

 

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo de investigación. 

Antígeno Molécula Conjugada y 

Aplicación 

Especie 

reconocida 

Casa comercial             

y referencia 

IgG (H+L) HRP, WB, 1:20.000 Conejo Bio-Rad, #170-6515 

IgG (H+L) HRP, WB, 1:10.000 Ratón GE Healthcare, 

#NA931 

Biotina HRP, WB, 1:50.000 - Thermo Fisher 

Scientific, #N100 

IgG (H+L) Cy™2, IF, 1:100 Ratón GE Healthcare, 

#PA42002 

IgG (H+L) Cy™3, IF, 1:1.000 Conejo Jackson IR, #111-165-

003 

IgG (H+L) Cy™3, IF, SCS, 1:2.000 Humano Jackson IR, #109-165-

003 

IgG (H+L) Cy™3, SCS, 1:1.000 Cabra Abcam, #ab6949 

H: Cadena pesada de la IgG, L: cadena ligera de la IgG, Cy: Cianina, HRP: peroxidasa de rábano, SCS: Single-
cell sorting. 
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1.2.1. Producción de anticuerpos policlonales 

1.2.1.1. Acoplamiento de los péptidos 

1.2.1.1.1. TGFα (Tail)  

Para la producción de anticuerpos policlonales que reconocieran al ligando TGFα, 

se inmunizaron hembras de conejos de la raza New Zealand, distribuidos por la Granja 

San Bernardo (Tulebras, España), con el péptido sintético (GenScript) que reconocía una 

región del dominio intracelular de la proteína, acoplado a hemocianina de lapa (KLH, 

Keyhole Limpet Hemocyanin; Calbiochem, Darmstatdt, Alemania). Para ello, se 

añadieron 50 μl de dimetilsulfóxido (DMSO, dimethyl sulfoxide; Merck) que contenían 

1,5 mg de MBS, a 1 mL de KLH, diluida en PBS (Phosphate-Buffered Saline) pH 6 a una 

concentración final de 10 mg/ml. Se agitó la mezcla durante 30 minutos y se pasó por 

una columna de Sephadex G-25 para recoger el complejo KLH-MBS. Se midió la 

absorbancia de las fracciones obtenidas a una longitud de onda de 280 nm en un 

espectrofotómetro modelo SmartSpec™Plus (Bio-Rad Laboratories; Hercules, California, 

Estados Unidos), y se juntaron aquellas que mostraron un mayor valor. Paralelamente, 

se disolvieron 3 mg del péptido sintético en 500 μl de H2O milliQ estéril y 100 μl de 

DMSO. El péptido disuelto se mezcló con la solución de KLH-MBS, y se mantuvo en 

agitación moderada durante 1 hora a temperatura ambiente para promover su 

acoplamiento. 

1.2.1.2. Obtención de los antisueros 

1.2.1.2.1. TGFα (Tail)  

Para la primera inoculación, se mezcló 1 mg del péptido acoplado a KLH-MBS con 

un volumen equivalente de adyuvante completo de Freund (Pierce, Waltham, 

Massachusetts, Estados Unidos), añadido en fracciones de 200 μl, mientras se agitaba 

vigorosamente. Se sonicó esta solución hasta conseguir una emulsión estable, con un 

sonicador Vibra-Cell™ (Sonics&Materials Inc.; Newton, Connecticut, Estados Unidos). La 

mezcla obtenida se inyectó en varios puntos de la región dorsal del conejo siguiendo un 

protocolo de inmunización intradérmica, por lo que se repartió la dosis de antígeno en 

varios puntos dorsales del animal. A los 21 días de la primera inoculación, se administró 

una dosis de recuerdo de 0,5 mg del péptido acoplado a KLH-MBS con adyuvante 
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incompleto de Freund (Sigma-Aldrich), emulsionándolo de igual manera, pero 

inyectándolo de forma subaxilar en las patas delanteras del animal. La extracción de 

sangre se realizó mediante canulación de la arteria central de la oreja 10 días después 

de la dosis de recuerdo y, a partir de ese momento, cada 15 días. La sangre se dejó 

coagular, y el suero fue clarificado mediante centrifugación a baja velocidad, 

conservándose finalmente a -20 °C hasta que se purificaron los anticuerpos por 

cromatografía de afinidad.  

1.2.1.2.2. DXd 

Para la obtención de anticuerpos policlonales que reconocieran al fármaco 

Deruxtecan (DXd), se mezclaron directamente 0,5 mg de T-DXd con un volumen 

equivalente de adyuvante completo de Freund, sin ser necesario el acoplamiento previo 

del fármaco a una proteína portadora. El procedimiento realizado para la inmunización 

del conejo fue exactamente el mismo que para TGFα, realizando una dosis de recuerdo 

de 0,25 mg de T-DXd 21 días después de la primera inoculación. 

1.2.2. Producción de anticuerpos monoclonales 

Para la producción propia de los mAb, se cultivaron los hibridomas cedidos por 

la empresa BIOTEM en Flasks de 75 cm2, en medio completo DMEM suplementado con 

10% de FBS, 1% de penicilina y estreptomicina, y un 1% de aminoácidos no esenciales 

(NEAA) (Thermo Fisher Scientific). Al cabo de dos días, las células en suspensión fueron 

recogidas, centrifugadas durante 3 minutos a 1200 rpm, y re-cultivadas en hybridoma-

serum-free media (Thermo Fisher Scientific). A los 3-4 días, se recogieron los medios de 

cultivo de los hibridomas, se clarificaron mediante centrifugación a baja velocidad, y se 

conservaron a -20ºC hasta que se purificaron los anticuerpos por cromatografía de 

afinidad. 

1.2.3. Purificación de anticuerpos por cromatrografía de afinidad 

La purificación de anticuerpos policlonales se realizó mediante cromatografía de 

afinidad. Para preparar las columnas, se utilizó una matriz de Sefarosa® CL-4B activada 

con bromuro de cianógeno (CNBr, GE Healthcare) que se incubó con 1 mM HCl durante 

15 minutos, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Transcurrido ese tiempo, se 
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equilibraron con tampón de acoplamiento (0,5 M NaCl; 0,1 M NaOH; pH 8,2) y se añadió 

el antígeno correspondiente (TGFα o DXd) acoplado a BSA (bovine serum albumin), 

siguiendo el mismo protocolo de acoplamiento que se detalla en el apartado 1.2.1.1. 

Esta mezcla se incubó toda la noche a 4°C en agitación. A continuación, se realizaron 

lavados nuevamente con tampón de acoplamiento y se bloquearon los sitios de unión 

libres de la resina durante 2 horas con 0,1 M Tris pH 8. Seguidamente, se realizaron tres 

ciclos alternativos de cambio de pH, haciendo pasar tampón acetato 0,1 M pH 4 y 

tampón Tris 0,1 M pH 8, conteniendo ambos tampones 0,5 M NaCl. Para terminar, se 

lavaron las columnas con PBS y se conservaron en este mismo tampón con un 0,05% de 

azida sódica hasta su uso. 

Para purificar los anticuerpos, se incubaron los antisueros con su columna 

durante 2 horas a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C en agitación. Tras la 

incubación, se recogió el suero y se realizaron lavados consecutivos de la columna con 

Tris 10 mM pH 8, NaCl 0,5 M, hasta que la absorbancia a 280 nm fue inferior a 0,01. A 

partir de aquí, se realizó la elución del anticuerpo unido a la columna de afinidad con 1 

mL de glicina 0,1 M a pH 2,6. Las fracciones recogidas se neutralizaron con 150 μl de 

Tris-HCl pH 8 y se midió la absorbancia de cada una de ellas a 280 nm. Se juntaron las 

fracciones con mayor absorbancia y se midió la concentración final del anticuerpo 

mediante el espectofotómetro NanoDrop™. 

La purificación de los anticuerpos monoclonales anti-TGFα se realizó mediante 

cromatografía con proteína A-Sefarosa®, ya que posee una alta capacidad de unión a las 

inmunoglobulinas de clase G. Se incubaron 100 mL del medio de cultivo de los 

hibridomas con 4 mL de proteína A-Sefarosa® diluida en PBS (relación 1:1) durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido ese tiempo, se recogieron los 

medios y se siguió el mismo procedimiento de lavado y elución de los anticuerpos 

detallado anteriormente. Se juntaron las fracciones con una absorbancia mayor a 0,2 a 

280 nm, y se concentraron por ultrafiltración con un filtro Amicon® Ultra-4 de 100K 

(Millipore). 
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1.2.4. Generación de anticuerpos conjugados a fármacos 

1.2.4.1. Conjugación a SMCC-DM1 

Parar la generación de los anticuerpos conjugados a DM1, se utilizó el reactivo 

SET0101, de Levena Biopharma (San Diego, California, Estados Unidos). La conjugación 

del anticuerpo al citotóxico se realizó a través de los grupos NHS-éster del linker no 

procesable SMCC, y los grupos lisinas ubicadas en las cadenas laterales de los 

anticuerpos. Por esta razón, para asegurar que no había grupos amino que pudieran 

interferir en la química de conjugación, se cambió el tampón Tris-Glicina en el cual se 

encontraban eluidos los anticuerpos al buffer de conjugación 1 (50 mM KH2PO4; 50 mM 

NaCl; 2 mM EDTA; pH 6,5), utilizando un filtro Amicon® Ultra-0.5 de 100K (Millipore). 

Paralelamente, se disolvió el reactivo SET0101 en dimetilacetamida (DMA, 

dimethylacetamide) a una concentración final de 10 mM, y se incubaron 7 unidades 

molares equivalentes de SET0101 a los diferentes anticuerpos. A continuación, se añadió 

un extra de DMA a la solución de conjugación para obtener un volumen final del 

disolvente de 10% v/v, y se dejó toda la noche incubando a temperatura ambiente sin 

agitación. Una vez hecho el acoplamiento, se añadió 1 ml del buffer de conjugación 2 

(50 mM succinato de sodio; pH 5) a cada anticuerpo, y se quitó el exceso de DM1 libre 

realizando 4-5 lavados con este mismo buffer mediante un filtro Amicon® Ultra-0.5 de 

100K. Finalmente, se esterilizaron los diferentes ADCs mediante un filtro de 

nitrocelulosa de baja adsorción de 0,22 μm (Millipore), y se realizó la cuantificación final 

de cada ADC en el NanoDrop™.  

1.2.4.2. Conjugación a DXd y MMAF 

La conjugación de cetuximab y el anti-TGFα a los citotóxicos DXd y MMAF 

(MedChemExpress) se realizó a través de los grupos maleimida presentes en el linker 

procesable de ambos agentes citotóxicos, y los residuos de cisteína previamente 

reducidos de cada anticuerpo. Por este motivo, se cambió el tampón en el que se 

encontraban los anticuerpos (Tris-Glicina) por un tampón de reducción (100 mM 

KH2PO4, 150 mM NaCl pH 7, 1 mM EDTA), mediante un filtro Amicon® Ultra-0.5 de 100K. 

Se calentaron ambos anticuerpos durante 10 min a 37°C, y seguidamente se añadieron 

8 unidades molares equivalentes del agente reductor TCEP (Tris (2-carboxyethyl) 
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phosphine, Merck Millipore) a 50 nM, incubando esta mezcla durante 2h a 37°C. 

Paralelamente, se disolvieron ambos agentes citotóxicos en DMSO a una concentración 

final de 12 mM. Una vez pasadas las 2h, se añadieron 20 unidades molares equivalentes 

de cada citotóxico a los anticuerpos ya reducidos, y se dejaron incubar durante 1h a 

temperatura ambiente. Se bloquearon además los grupos cisteína libres de los 

anticuerpos mediante la adición posterior de 0,1 mM NEM (N-ethylmaleimide, Thermo 

Fisher) en DMSO durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se utilizó una PD10 (GE 

Healthcare) para eliminar cualquier reactivo de bajo peso molecular que hubiera 

quedado libre, y se esterilizaron los diferentes ADCs con un filtro de baja retención de 

proteínas de 0,22 micras. La concentración final de cada anticuerpo conjugado se volvió 

a medir en el espectofotómetro NanoDrop™. 

2. CULTIVOS CELULARES 

2.1. Líneas celulares 

Exceptuando los hibridomas y la línea celular CHO-TGFα, todas las líneas 

utilizadas en este trabajo son de origen humano, y fueron obtenidas en la ATCC 

(American Type Culture Collection). Los clones resistentes a neratinib, denominados 

BTRN, fueron generados previamente en el laboratorio a partir de la exposición 

prolongada de la línea celular BT474 a diferentes dosis del fármaco. Las principales 

características de cada una de ellas se encuentran detalladas en la Tabla 5.  

Tabla 5. Líneas celulares utilizadas en este trabajo. 

Línea celular Tejido 

 

Medio de cultivo 

BT474 Carcinoma ductal de mama HER2+ DMEM 10% FBS 

BTRN #5 Carcinoma ductal de mama HER2+ DMEM 10% FBS 

BTRN #6 Carcinoma ductal de mama HER2+ DMEM 10% FBS 

BTRN #24 Carcinoma ductal de mama HER2+ DMEM 10% FBS 

A498 Adenocarcinoma renal de células claras (ccRCC) DMEM 10% FBS 

ACHN Adenocarcinoma renal de células claras DMEM 10% FBS 

Caki-2 Adenocarcinoma renal de células claras DMEM 10% FBS 

786-O Adenocarcinoma renal de células claras RPMI 10% FBS 

769-P Adenocarcinoma renal de células claras RPMI 10% FBS 

Capan-1 Adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) DMEM 10% FBS 

NP29 Adenocarcinoma ductal pancreático DMEM 10% FBS 

NP31 Adenocarcinoma ductal pancreático DMEM 10% FBS 
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IMIM-PC1 Adenocarcinoma ductal pancreático DMEM 10% FBS 

IMIM-PC2 Adenocarcinoma ductal pancreático DMEM 10% FBS 

SKPC1 Adenocarcinoma ductal pancreático DMEM 10% FBS 

16B10-R2-2F1 Células de mieloma múltiple fusionadas con un 

linfocito B (Hibridomas) 

DMEM 10% FBS 

 1% NEAA 

16B10-R2-3D2 Células de mieloma múltiple fusionadas con un 

linfocito B 

DMEM 10% FBS 

 1% NEAA 

5F1-R3-3F6 Células de mieloma múltiple fusionadas con un 

linfocito B 

DMEM 10% FBS  

1% NEAA 

HEK293T Fibroblasto embrionario de riñón DMEM 10% FBS 

CHO-TGFα Células de ovario de hámster chino transfectadas 

de manera estable con TGFα (Anklesaria et al., 

1990) 

DMEM 10% FBS 

2.2. Condiciones de cultivo y mantenimiento  

Las células utilizadas en este trabajo de investigación fueron cultivadas en placas 

estériles en un incubador a 37°C, con una atmósfera húmeda al 5% de CO2. Según la 

línea celular, se utilizó medio completo DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium) o 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) para su cultivo, ambos suplementados con un 

10% de FBS, 10 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina, y un 1% de NEAA en 

los casos que se requiriera. Para realizar su subcultivo, las células se lavaron con PBS 

estéril (2,7 mM KCl; 1,5 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 8 mM Na2HPO4) y se incubaron 

durante 5 minutos con una solución de 0,25% tripsina-EDTA, que se neutralizó con 

nuevo medio de cultivo cuando las células se despegaron de la placa. La suspensión 

celular se transfirió a nuevas placas de cultivo estériles, realizando la dilución apropiada 

en cada caso según la línea celular. 

2.3. Preservación de líneas celulares  

Para la conservación de las líneas celulares, las células se tripsinizaron cuando se 

encontraron en fase de crecimiento exponencial. La suspensión celular se centrifugó 

durante 3 minutos a 1.200 rpm, y se resuspendió en 1,5 mL de medio de congelación 

(DMEM o RPMI suplementado con un 10% de DMSO como agente crioprotector). Los 

crioviales se mantuvieron congelados durante 24h a -80ºC, y posteriormente se 

almacenaron de forma indefinida en un tanque de nitrógeno líquido. 
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3. MODIFICACIONES GENÉTICAS 

3.1. Transfección con plásmidos 

Los experimentos de transfección para la expresión estable de proteínas se 

realizaron mediante el reactivo jetPEI®, siguiendo las indicaciones del fabricante. Por un 

lado, se mezclaron entre 10 y 20 μg del plásmido de interés con 250 μl de NaCl 150 mM. 

Por otro, se mezclaron 40 μl de jetPEI® con 250 μl de NaCl, y se adicionó esta mezcla a 

la anterior. Los lipocomplejos se dejaron incubar durante 25-30 minutos, y pasado este 

tiempo se adicionaron cuidadosamente sobre el medio de cultivo de las células diana, 

que se encontraban a un 50-60% de confluencia. A las 24 horas post-transfección, se 

reemplazó el medio de cultivo por medio fresco, para evitar posibles efectos tóxicos del 

reactivo de transfección. 

3.2. Transducción con lentivirus y retrovirus 

Los plásmidos que se utilizaron para la producción de lentivirus en las HEK293T 

fueron los siguientes: 

 Vector lentiviral (8 μg): pLKO.1-puro (control negativo, diseñado para no 

reconocer ningún gen humano) o pLKO.1-shRNA (diseñado para reconocer el gen 

específico que queramos silenciar). 

 pMDG-VSV-G (4 μg): Contiene el gen vsv-g, encargado de la formación de la 

envuelta del virus. 

 pRSV-Rev (4 μg): Contiene el gen rev, encargado de la exportación del RNA 

mensajero del núcleo al citoplasma. 

 pMDL-RRE (4 μg): Contiene los genes gag y pol, que codifican para las proteínas 

estructurales de la partícula viral y las enzimas retrovirales necesarias para el 

ciclo infectivo del virus. Además, el plásmido contiene la secuencia RRE, que sirve 

de sitio de unión para la proteína Rev. 

Plásmidos utilizados para la producción de retrovirus: 
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 Vector retroviral (6 μg): pLZR_hTGFα (vector que codifica por la proteína 

humana TGFα).  

 pMDG-VSV-G (5 μg). 

 pNGVL-MLV-gag-pol (10 μg): Codifica el cDNA del virus de la leucemia murina. 

(MLV), concretamente de los genes gal y pol descritos anteriormente. 

A las 24 horas post-transfección, se reemplazó el medio de las células HEK293T 

por medio fresco. 24 horas después, se recogió el medio de cultivo y se filtró con filtros 

de PVDF de 0,45 μm, para así retener las posibles células en suspensión. Para aumentar 

la eficiencia de infección, se añadieron 6 μg/ml de polibreno (Sigma-Aldrich) al medio 

filtrado, y éste se utilizó para infectar las células diana. Pasadas unas 8h, se realizó una 

segunda infección con nuevo medio. 24 horas post-infección, se reemplazó el medio con 

los virus por medio fresco, y a las 48-72 horas se añadió la concentración de puromicina 

necesaria para la selección de las células. 

3.3. Modificación génica mediante shRNA 

Para los experimentos de silenciamiento génico, se probaron hasta 5 vectores 

lentivirales para cada uno de los mRNA diana del estudio. Aquellos vectores que 

produjeron un mayor silenciamiento génico de la proteína fueron utilizados finalmente 

para los experimentos de proliferación celular. Las secuencias de shRNA utilizadas en 

este trabajo se encuentran detalladas en la Tabla 6. 

Tabla 6. Secuencias de los shRNA’s utilizados. 

Gen Referencia del clon Secuencia antisentido (5’-3’) 

EGFR TRCN0000039635  TAA TTC CTT GAT AGC GAC GGG  

TRCN0000121070  TTG TCC AGG CTA ATT TGG TGG  

TGFA TRCN0000006375  AAC ACA ATA CCC AGA GCG AAC  

TRCN0000006377  AGC ACA CAT GTG ATG ATA AGG  

HER2 TRCN0000010342  ATG TAT AGG TAA CCT GTG AT 

TRCN0000039878 TAC AAA GCC TGG ATA CTG ACA 

YES1 TRCN0000001607 ACC ACG AAA GTA GCA ATC AAA 

TRCN0000001611 ACC ACG AAA GTA GCA ATC AAA 

PADI3 TRCN0000001636 TGG CAA GGA AGA ACA TGG TTT 

TRCN0000001637 CCA GTA TAA GAG GGA CAA GTT 
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3.4. Modificación génica mediante CRISPR/Cas9 

Para poder eliminar completamente y de forma estable la expresión de los genes 

EGFR y TGFA, se editaron de manera irreversible las líneas celulares de ccRCC y PDAC 

mediante a la tecnología CRISPR/Cas9. Para ello, se co-transfectaron los plásmidos 

lentivirales necesarios para la formación de los virus, tal y como se detalla en el apartado 

3.1, con los plásmidos encargados de la edición genética. Para EGFR, se emplearon los 

vectores pLentiCRISPRv2_EGFR_crRNA1 y pLentiCRISPRv2_EGFR_crRNA2 (GenScript), y 

para TGFA los vectores pLentiCRISPRv2_TGFA_crRNA1, pLentiCRISPRv2_TGFA_crRNA2 

y pLentiCRISPRv2_TGFA_crRNA3 (GenScript) (Tabla 7). Los plásmidos encargados de la 

edición de un mismo gen se transfectaron conjuntamente, siguiendo una relación 1:1 

entre ellos. Todos los plásmidos CRISPR son codificadores de una secuencia guía (sgRNA) 

diferente y complementaria a la secuencia de DNA de interés, la endonucleasa Cas9, que 

se encarga de cortar la secuencia diana cuando es reconocida por el sgRNA, y el gen de 

resistencia a la puromicina. En todos los casos, las células fueron seleccionadas a las 72h 

post-transfección con 3-6 μg/ml de puromicina (según la línea celular), y se separaron 

los clones potencialmente positivos mediante single-cell sorting, tal y como se detalla 

en el apartado 4.1. 

Tabla 7: Plásmidos utilizados para el knockout de EGFR y TGFA. 

Gen diana Plásmido Secuencia diana del sgRNA 

EGFR pLentiCRISPRv2_EGFR_crRNA1* TGA GCT TGT TAC TCG TGC CT 

pLentiCRISPRv2_EGFR_crRNA2* ATA GTT AGA TAA GAC TGC TA 

 

TGFA 

pLentiCRISPRv2_TGFA_crRNA1* CGT ACG TAC CCA GAG CGA AC 

pLentiCRISPRv2_TGFA_crRNA2* CGC CCG TAA AAT GGT CCC CT 

pLentiCRISPRv2_TGFA_crRNA3* GTG CAC CAA CGT ACC CAG AA 

3.5. Reconstitución génica de EGFR y TGFA en clones CRISPR 

Con el fin de reestablecer la expresión tanto de EGFR como de TGFA en los 

diferentes clones CRISPR, se transfectaron ambas proteínas para intentar reconstituir su 

expresión génica. Para EGFR, se transfectaron los diferentes clones con el plásmido 

pBABE_EGFR-WT (ID 11011, Addgene), siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.1. 

Para TGFA, la reconstitución génica se realizó a través de retrovirus con el plásmido 

pLZR_hTGFα, siguiendo el protocolo descrito el apartado 3.2. Este plásmido fue construido 
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en el laboratorio, y el procedimiento seguido se encuentra detallado en el apartado 5.1. En 

todos los casos, los clones derivados fueron separados también por single-cell sorting, tal y 

como se describe en el apartado 4.1. 

3.6. Ensayos de proliferación celular 

Para poder estudiar la viabilidad, citotoxicidad y capacidad proliferativa de las 

células, se emplearon dos metodologías diferentes: ensayo por reducción del MTT (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma-Aldrich) o contaje 

celular directo. 

3.6.1. Metabolización de MTT 

Para realizar este ensayo, las células se sembraron por triplicado en placas de 24 

pocillos a una densidad de entre 1.000 y 20.000 células por pocillo, dejando que se 

asentaran durante 24 horas antes de realizar los tratamientos oportunos. Una vez 

transcurrido el tiempo de cada tratamiento, se añadió el compuesto MTT al medio de 

cultivo de cada pocillo, a una concentración final de 5 mg/ml, y se dejó incubar durante 

1 hora a 37°C. Tras ese tiempo, el medio de los pocillos se retiró y se añadieron 500 μl 

de DMSO para disolver los cristales de formazán. Las placas se agitaron durante 10 

minutos en oscuridad a temperatura ambiente para disolver los cristales de MTT-

formazán y, acto seguido, se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de placas 

automático ULTRA Evolution (Tecan; Männedorf, Suiza). 

3.6.2. Contaje celular 

En los ensayos de proliferación mediante contaje, se sembraron en placas de 6 

pocillos entre 3.000 y 25.000 células por pocillo, según la línea celular utilizada, y se 

trataron de la misma manera que en los ensayos de MTT hasta el día del contaje. Para 

contar el número de células al final del experimento, el medio de cultivo se retiró de 

cada placa, se lavaron las células con PBS, se tripsinizaron, y se resuspendieron en medio 

nuevo para diluirlas posteriormente en ISOTON® (Beckman Coulter, Brea, California, 

Estados Unidos). El recuento de células se realizó con el contador de partículas Z1 

Coulter Particle Counter (Beckman Coulter), y el resultado final se multiplicó por el factor 

de dilución realizado y el volumen final de cada suspensión celular. 
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Los resultados obtenidos en ambos ensayos se representaron como la media ± 

la desviación estándar (d.e.) de los triplicados de un experimento representativo, y los 

valores de IC50 se calcularon usando la versión 8.0 del programa GraphPad Prism 

(software GraphPad, La Jolla, CA, Estados Unidos). 

4. CITOMETRIA DE FLUJO 

4.1. Single-cell sorting 

Con el fin de establecer nuevas líneas celulares con la expresión de EGFR o TGFA 

modificada, se aislaron clones puros de las células transfectadas o infectadas con los 

plásmidos descritos en los apartados 3.4 y 3.5. Para ello, los pool’s procedentes del 

knockout o reconstitución de EGFR se incubaron con 10 nM de cetuximab, y los de TGFA 

con 10 nM del anticuerpo policlonal anti-TGFα (R&D, #AF-239-NA), durante 20 minutos 

a 37°C. Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron con PBS, se tripsinizaron, y se 

resuspendieron en 0,5 mL de PBS suplementado con un 2% de BSA. La suspensión celular 

se incubó durante 30 minutos en agitación con el anticuerpo secundario fluorescente 

que correspondiera (anti-human-Cy3 para EGFR y anti-Goat-Cy3 para TGFα) y, a 

continuación, se centrifugaron y resuspendieron las células en PBS estéril. Los diferentes 

clones se aislaron mediante el equipo FACSAria™ III Cell Sorter (BD Biosciences), que 

depositó las células en pocillos distintos de placas multipocillos (96 pocillos). La selección 

se realizó según si eran o no Cy3 positivas, dependiendo de si se buscaba la 

reconstitución o eliminación de la proteína.  

5. CONSTRUCCIÓN DE VECTORES DE EXPRESSIÓN 

5.1. Construcción del vector retroviral pLZR_hTGFα y vectores CAR 

Con el fin de reconstituir la expresión de TGFα en los diferentes clones CRISPR, 

se clonó el gen TGFA del vector pCDNA_hTGFα (plásmido producido previamente en el 

laboratorio, a partir de la clonación del TGFA de la línea celular A498 en el vector de 

expresión pCDNA3.1 (Invitrogen)), en el vector retroviral pLZR-IRES/gfp, cedido por el 

Dr. Antonio Bernard (Centro Nacional de Biotecnología, Universidad Autónoma de 

Madrid). Este cambio se realizó en vistas a mejorar la baja eficiencia de transfección que 

se había obtenido tras varios intentos de utilizar el vector pCDNA_hTGFα. 
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Para construir el vector EGFR-CAR, se clonó el EGFR humano contenido en el 

vector pBABE_EGFR-WT descrito en el apartado 3.5 en el vector pT2-HB_hNRG1α_CAR-

Sh4-1BB. Este plásmido deriva del vector pT2-HB_CD19_CAR-Sh4-1BB (Cedido por la 

Dra. Almudena Navarro Bailón, Unidad de Hematología y Hemoterapia, Hospital de 

Salamanca), al cual se le había clonado anteriormente en el laboratorio la forma humana 

de la NRG1α. 

Para la construcción del vector anti-TGFα-CAR, se clonaron las regiones variables 

VH y VL del anticuerpo monoclonal anti-TGFα, producido por la empresa BIOTEM, en el 

vector pT2-HB_hNRG1α_CAR-Sh4-1BB descrito anteriormente. Ambas regiones se 

encontraban clonadas en el vector TOPO™ TA™ Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific), 

tal y como se describe al final del apartado 6.  

5.1.1. Reacción en cadena de la polimerasa 

Para poder clonar el gen de interés dentro del nuevo vector, fue necesario 

amplificar en primer lugar los diferentes insertos (TGFA del vector pCDNA_hTGFα, EGFR 

del vector pBABE_EGFR-WT, y las regiones VH y VL del anti-TGFα mAb clonadas en el 

plásmido pCR™2.1-TOPO-TA®), mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Los oligonucleótidos utilizados en cada caso se encuentran descritos en la Tabla 8, y los 

componentes de la reacción se encuentran detallados a continuación:  

- Tampón comercial (MgCl2 20 mM, Tris-HCl 750 mM pH 9, KCl 500 mM y 

(NH4)2SO4 200 mM.  

- Mezcla de nucleótidos (dNTPs): 0,2 mM.  

- Oligonucleótido sentido: 0,2 μM.  

- Oligonucleótido antisentido: 0,2 μM.  

- Molde de cDNA: 0,5 μg.  

- Taq DNA polimerasa High-Fidelity: 1 U.  

- H2O miliQ hasta llegar a un volumen final de 20 µL.  
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La reacción se llevó a cabo en un termociclador (PerkinElmer; Waltham, 

Massachusetts, Estados Unidos), y las condiciones variaron según el gen que se quiso 

amplificar. El programa utilizado se encontraba constituido por las siguientes etapas: 

- Desnaturalización inicial: 94°C durante 1-5 minutos. 

- Reacción cíclica: 25, 35 o 40 ciclos de: 

o 15-30 segundos a 94°C (etapa de desnaturalización). 

o 30 segundos a 55-72°C (etapa de anillamiento de los oligonucleótidos). 

o 1 minuto/kb a 68-72°C (etapa de extensión). 

- Extensión final: 7 minutos a 68-72°C. 

Concretamente, se realizaron 25 ciclos de la reacción cíclica para las regiones VH 

y VL del anti-TGFα mAb, 35 para el gen de EGFR pBABE_EGFR-WT, y 40 para el gen de 

TGFA del vector pCDNA_hTGFα.  

El análisis del producto de PCR se realizó mediante electroforesis en un gel de 

agarosa al 0,8-1% con 3 µg/mL de SYBR Green (NZYTech, Lisboa, Portugal), en tampón 

TAE 1x. La banda correspondiente al fragmento amplificado se visualizó en un 

transiluminador de luz ultravioleta (GELDoc 2000, BioRad), y su tamaño fue verificado 

mediante el marcador de peso molecular DNA ladder de 100 pb (Invitrogen). La banda 

obtenida se recortó con un bisturí, y se purificó del gel de agarosa mediante el kit 

comercial Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), siguiendo 

las instrucciones recomendadas del fabricante. 

Tabla 8. Oligonucleótidos utilizados para PCR. 

Gen Cebador Secuencia (5’-3’) 

TGFA Sentido GAA GCC ACA AAG CCG GTA AA  

Antisentido ATA CTT ACC GAG GGC TCA CG  
 

EGFR 

Sentido CCA TCG ATC TGG AGG AAA AGA AAG TTT GC 

Antisentido  CAG GGC GGT CCG TAC TTA GAT TCC GGG ATC 
TTAG GCC CAT T 

 

TGFA 

(VH + VL)  

 

Sentido 
 

GCT CAT CGA TGA TGT GCA GCT TTC AGG AGT CG 

Antisentido  CCC TGC GGT CCG TAC TTA GAT TCT TTT TAT TTC 
CCA GCT T 
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TGFA 

Mouse IgG Kappa light 

chain1 

Sentido AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA G 

Antisentido  ACA TTG ATG TCT TTG GGG TAG AAG 

TGFA 

Mouse IgG heavy 

chain1  

Sentido AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA G 

Antisentido  GGG ATC CAG AGT TCC AGG TC 

TGFA  

ClaI-VH
2,3 

 

Sentido 
GCT CAT CGA TGA TGT GCA GCT TCA GGA GTC G 

TGFA 

VH-Linker2 

 

Antisentido 
GCC GCT GCC AGG CTT GCC GCT GCC GGA GGT 

GCT GCC TGC AGA GAC AGT GAC CAG AGT 

TGFA 

Linker-VL
2 

Sentido AAG CCT GGC AGC GGC GAG GGC AGC ACC AAG 
GGC GAT GTC CAG ATG ACA 

TGFA 

VL-StartIgG4-RsrII2,3 

 

Antisentido 
CCC TGC GGT CCG TAC TTA GAT TCT TTT ATT TCC 

AGC TT 
1: Oligonucleótidos utilizados para amplificar de novo las cadenas ligera y pesada del anti-TGFα mAb.                                         
2: Oligonucleótidos utilizados para amplificar las regiones VH y VL clonadas en el vector pCR™2.1-TOPO-TA®.                          
3: Oligonucleótidos utilizados en la PCR híbrida. 

5.1.2. Digestión mediante enzimas de restricción y ligación 

A continuación, se digirieron 2 µg de cada vector de expresión y 20 µL del inserto 

de DNA ya purificado correspondiente, utilizando las enzimas de restricción que se 

encuentran detalladas en la Tabla 9. La reacción se dejó incubar un mínimo de 2 horas 

a 37°C, y las digestiones obtenidas se corrieron en un gel de agarosa al 0,8%-1%. Las 

bandas que se obtuvieron en cada caso se purificaron con el kit descrito anteriormente. 

Se ligaron los insertos con su vector correspondiente mediante la ligasa de DNA T4 (1 

unidad por reacción), durante un mínimo de 2 horas a temperatura ambiente. La ligación 

se transformó en bacterias competentes E. coli DH5α por transformación lenta, y todos 

los vectores de expresión se mandaron a secuenciar al Servicio de Genómica del CIC. Los 

oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de cada vector se encuentran descritos 

en la Tabla 8. 

Tabla 9. Enzimas de restricción utilizadas para digerir los diferentes insertos y vectores de 
expresión. 

Inserto/plásmido Enzimas                      

de restricción 

Sitio de corte 

(5’-3’) 

TGFA 

pLZR-IRES/gfp 

BamHI G/GATCC 

XhoI C/TCGAG 

EGFR 

pBABE_EGFR-WT 

Cla I AT/CGAT 

Rsr II CG/GACCG 
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VH + VL 

pT2-HB_CD19_CAR-Sh4-1BB 

Cla I AT/CGAT 

Rsr II CG/GACCG 

pCR™2.1-TOPO-TA® EcoRI G/AATTC 

6. SECUENCIACIÓN DE NOVO DE LAS REGIONES VARIABLES DEL ANTICUERPO 

MONOCLONAL ANTI-TGFα 

Para poder construir el vector anti-TGFα-CAR, fue necesario obtener en primer 

lugar las secuencias de las regiones variables de las cadenas tanto ligera como pesada 

del anticuerpo monoclonal, producido a partir del hibridoma 16B10-R2-3D2. Una vez 

obtenidas y clonadas en el plásmido pCR™2.1-TOPO-TA®, se procedió a clonarlas en el 

vector de expresión pT2-HB_hNRG1α_CAR-Sh4-1BB, tal y como se detalla en el apartado 

5.  

6.1. Extracción y purificación de RNA 

La extracción y purificación de RNA de las células se realizó siguiendo las 

instrucciones del kit RNeasy mini Kit de Qiagen (Hilden, Alemania). Las células se 

sembraron en placas de 100 mm hasta alcanzar una confluencia de entre el 60-80%. A 

continuación, se lavaron dos veces con PBS frío y se lisaron en 600 µL de solución de lisis 

(proporcionada por el kit) suplementada con 10 µL/mL de β-mercaptoetanol. Las células 

se recogieron con ayuda de un raspador y se transfirieron a tubos de microcentrífuga de 

1,5 mL. A partir de aquí, se siguió el protocolo descrito por el fabricante, y el RNA 

purificado que se obtuvo se conservó a -80°C hasta su uso. 

6.2. Síntesis de cDNA a partir de RNA: RT-PCR 

Una vez obtenida la muestra de RNA del hibridoma, se procedió a la síntesis del 

cDNA de las regiones variables del anticuerpo monoclonal, siguiendo el protocolo de 

hibridación de novo de secuencias desconocidas descrito por Meyer (Meyer et al., 2019). 

Para ello, se realizó una RT-PCR modificada utilizando la tecnología SMART, basada en 

las propias características intrínsecas de la transcriptasa inversa MMLV-RT, pero con la 

particularidad de utilizar un cebador sentido con 3 riboguaninas (rGrGrG) en su extremo 

3’ (ver Tabla 10).   
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Para amplificar las regiones variables, se diseñaron los cebadores antisentido 

para la RT-PCR en una zona constante altamente conservada en los anticuerpos de 

ratón, tanto de la cadena ligera (tipo kappa) como de la pesada (IgG, H) del anticuerpo 

monoclonal. Al inicio de la transcripción, el cebador antisentido de cada cadena se unió 

a la región constante del RNA del hibridoma, lo que produjo el reconocimiento de la 

transcriptasa inversa por la zona y con ello el inicio de la transcripción. Cuando la MMLV 

llegó al extremo 5’ durante la síntesis de la primera cadena, ésta agregó varios 

nucleótidos desoxicitosina (rC) al extremo 3’ del cDNA, permitiendo la hibridación del 

cebador sentido que contenía las 3 riboguaninas. El apareamiento producido entre las 

rG del oligonucleótido y las rC del cDNA en síntesis produjo que la MMLV se uniera a la 

cadena de cDNA y continuara la polimerización, utilizando el cebador sentido como 

plantilla en lugar del RNA del hibridoma, hasta alcanzar el extremo 5’.  

La síntesis de cada cDNA se realizó preparando una mezcla inicial que contenía: 

1 µL del cebador sentido 10 µM, 2 µL de RNA a 50 ng/µL y 1 µL de dNTPs Mix 10 mM en 

un volumen final de 15 µL. Las muestras se calentaron durante 3 minutos a 37°C en el 

termociclador, y tras ese tiempo se añadió el resto de componentes de la reacción en el 

siguiente orden: 2 μl de tampón de reacción de la polimerasa SMARTScribe 5X (Clontech, 

San José, California, USA), 1 μl de 20 mM DTT (ditiotreitol), 0,3 μl del cebador 

antisentido, 0,25 μl de RNasin (Recombinant Ribonuclease Inhibitor, 40 U/μl) y en último 

lugar, 1 μl de la enzima transcriptasa reversa SMARTScribe-MMLV (100 U/ μl). La 

reacción de retrotranscripción se realizó durante 1 hora a 42°C, realizando una 

incubación extra al final de 5 minutos a 70°C para inactivar la enzima. 

Tabla 10. Oligonucleótidos utilizados para RT-PCR. 

Gen Cebador Secuencia (5’-3’) 

Mouse IgG Kappa 

light chain  

Sentido AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CAT 
GRGRGR* 

Antisentido  TTG TCG TTC ACT GCC ATC AAT C 

Mouse IgG Kappa 

heavy chain 

Sentido AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CAT 
GRGRGR* 

Antisentido  AGC TGG GAA GGT GTG CAC AC 
*RG: Riboguaninas. 

Una vez obtenido el cDNA, se amplificaron ambas regiones variables mediante 

PCR, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.1.1. Los productos de PCR 
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obtenidos se validaron mediante un gel de agarosa al 1%, y las bandas se recortaron y 

purificaron utilizando el kit comercial Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification. 

6.3. Clonación de las regiones variables en pCR™2.1-TOPO-TA®  

Para poder secuenciar ambas regiones variables, los productos de PCR fueron 

clonados en el vector plasmídico pCR™2.1-TOPO-TA® (Thermo Fisher Scientific), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Seguidamente, se transformaron bacterias 

competentes DH5α para amplificar cada vector, y los plásmidos resultantes se validaron 

mediante su digestión con EcoRI. Aquellos que habían introducido correctamente el 

inserto se mandaron a secuenciar, utilizando los oligonucleótidos universales M13, 

proporcionados por el propio kit.  

6.4. Alineamiento y análisis de datos 

Para confirmar la identidad de cada secuencia, se secuenciaron un mínimo de 3 

plásmidos de cada región variable, y se alinearon entre ellas mediante la herramienta 

web Clustal Omega (EMBL-EBI) (Sievers & Higgins, 2014). Una vez identificada la 

secuencia consenso de cada región, se transformó la secuencia de DNA a proteína 

mediante ExPASy (Swiss Institute of Bioinformatics, SIB) (Artimo et al., 2012). A partir de 

aquí, se utilizó la base de datos IMGT® (International ImMunoGeneTics information 

system®) (Lefranc et al., 2009) para determinar el porcentaje de identidad de las 

regiones variables, a partir de su alineamiento con secuencias de referencia de otras 

inmunoglobulinas.  Una vez se validó la obtención de las regiones variables del 

anticuerpo monoclonal anti-TGFα, se procedió a su unión para poderlas clonar 

posteriormente en el vector CAR.  

6.5. PCR híbrida  

Con el fin de tener las regiones variables del anticuerpo en un único inserto, y así 

poderlas clonar conjuntamente en el vector CAR, se fusionaron las regiones VH y VL 

contenidas en los plásmidos VH_pCR™2.1-TOPO-TA® y VL_pCR™2.1-TOPO-TA® mediante 

el método de PCR híbrida, descrito por Hilgarth (Hilgarth & Lanigan, 2020). Para ello, se 

amplificaron por PCR las regiones VH y VL de cada plásmido, utilizando los 

oligonucleótidos detallados en la Tabla 8. Los productos de PCR se corrieron en un gel 
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de agarosa al 1%, y las bandas obtenidas se cortaron y purificaron. A continuación, se 

realizaron dos PCRs consecutivas para hibridar los amplicones. En la primera PCR, se 

mezclaron en cantidades equimoleculares los dos amplicones sin añadir 

oligonucleótidos a la reacción. De esta manera, se facilitó la unión espontánea de los 

dos amplicones, sin la necesidad de ningún cebador. La segunda PCR se realizó para 

amplificar el DNA que se había unido (amplicón completo) en la PCR anterior. Para ello, 

se adicionaron a la reacción los oligonucleótidos sentido y antisentido de los extremos, 

detallados en la Tabla 8.  El resultado de la PCR se corrió en un gel de agarosa al 1%, y la 

banda obtenida se recortó y purificó. El programa de PCR seguido fue el mismo en todos 

los casos (apartado 5.1.1.), y el procedimiento íntegro que se siguió se encuentra 

detallado en la Figura 48 de “Resultados”. 

Una vez obtenido el inserto con la secuencia completa de las regiones VH y VL del 

anticuerpo, se clonó en el vector pT2-HB_hNRG1α_CAR-Sh4-1BB, siguiendo el 

procedimiento descrito en el apartado 5.1.2.  

7. MICROARRAYS DE RNA 

7.1. Extracción y purificación del RNA 

La extracción y purificación del RNA de la línea celular BT474 y los clones 

resistentes a neratinib se realizó siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 6.1. 

Se extrajo el RNA de las células en 3 días diferentes, para así tener 3 réplicas de cada 

línea celular a la hora de hibridar. 

7.2. Cuantificación, análisis de calidad e hibridación del RNA 

La cuantificación, así como el análisis de la calidad y pureza del RNA obtenido, se 

realizó mediante el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies; Santa Clara, 

California, Estados Unidos). Una vez pasado el control de calidad, las muestras de RNA 

se marcaron con biotina, se sintetizó su cDNA, y se hibridó con el Affymetrix GeneChip™ 

Human Gene 2.0 ST (Affymetrix, Santa Clara, Estados Unidos). La intensidad de 

fluorescencia emitida tras la hibridación de los cDNA con los genes del chip se cuantificó 

mediante el GenArray Scanner (Hewlett-Packard; Palo Alto, California, Estados Unidos). 
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Todos los resultados de este apartado fueron proporcionados por el servicio de 

Genómica del CIC. 

7.3. Análisis de datos 

Los resultados en crudo de la hibridación se obtuvieron como archivos CEL. Para 

encontrar los genes que se encontraban diferencialmente expresados (DEGs) entre la 

línea BT474 y los clones resistentes a neratinib, se estableció una tasa de cambio en la 

intensidad de fluorescencia (fold change) de ≥ 2 ó ≤ -2, y un p-valor en el estadístico 

ANOVA ≤ 0,01. El programa utilizado para la identificación de los DEGs fue el 

Transcription Analysis Console 4.0 (Affymetrix). 

8. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

8.1. Preparación de lisados celulares 

Para obtener los extractos proteicos de las diferentes líneas celulares, las células 

se lavaron dos veces con PBS frío, se incubaron durante 10 minutos en hielo con tampón 

de lisis frío (20 mM Tris-HCl pH 7,0, 140 mM NaCl, 50 mM EDTA, 10% glicerol, 1% Nonidet 

P-40) suplementado con inhibidores de proteasas (1 μM pepstatina, 1 μg/ml aprotinina, 

1 μg/ml leupeptina) y fosfatasas (25 mM β-glicerol fosfato, 50 mM fluoruro sódico, 1 

mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 1 mM ortovanadato sódico). Tras ese tiempo, las 

células se recogieron en tubos eppendorf de 1,5 mL con la ayuda de un raspador, y se 

centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y 12.000 rpm, en una centrífuga refrigerada 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Los sobrenadantes se clarificaron en nuevos tubos 

eppendorf, y se cuantificó la cantidad de proteína de cada lisado celular mediante el 

ensayo del ácido bicinconínico (BCA, bicinchoninic acid), utilizando el kit Pierce™ BCA 

Protein Assay (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

8.2. Inmunoprecipitación 

Para realizar este proceso, se incubó la cantidad de extracto proteico necesario 

(0,25-2 mg, según la proteína a detectar) con el anticuerpo correspondiente y 40 μl de 

proteína A-Sefarosa® o GammaBind G-Sefarosa®, en función del tipo de IgG. La mezcla 

se dejó a 4°C durante un mínimo 2 horas, y los inmunocomplejos se lavaron 

posteriormente 3 veces con 1 mL de tampón de lisis frío. Cada muestra se resuspendió 
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en 20 μl de tampón de carga 2x (2% SDS, 0,0125% azul de bromofenol, 10% glicerol, 1% 

β-mercaptoetanol, 50 nM Tris-HCl pH 6,8), y se guardaron a -20°C hasta su uso. 

8.3. Inmunoprecipitación en superficie 

Para inmunoprecipitar proteínas de la superficie celular, las células se cultivaron 

en placas de 100 mm, se lavaron dos veces con tampón Krebs-Ringer-HEPES (KRH, 140 

mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 5 mM MgSO4, 1,2 mM KH2PO4; 6 mM glucosa; 50 mM 

HEPES pH 7,4) y se incubaron 2 horas a 4°C en 2 mL de KRH con 1,5 μg/mL de los 

anticuerpos anti-TGFα o trastuzumab. A continuación, se realizaron dos lavados con PBS 

frío, y se lisaron y clarificaron las células siguiendo el protocolo descrito en el apartado 

8.1. Una vez cuantificadas las muestras, los extractos celulares se precipitaron con 

proteína A-Sefarosa® o GammaBind G-Sefarosa® durante 30 minutos a 4°C. Pasado ese 

tiempo, se lavaron los inmunocomplejos y se procedió a detectar la proteína de interés 

mediante Western Blot. 

8.4. Biotinilación de TGFα en la superficie celular 

Con el objetivo de validar la cantidad de TGFα que se encontraba expuesto en la 

superficie celular, se biotinilaron las proteínas de la membrana de las células de ccRCC 

y PDAC mediante el reactivo EZ-Link™ NHS-SS-Biotin (Thermo Fisher Scientific), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello, las células se lavaron 2 veces en PBS 

frio, y se incubaron durante 30 minutos a 4°C con 5 mg/mL de NHS-SS-Biotina, diluida 

previamente en DMSO. Transcurrido ese tiempo, las células se volvieron a lavar en PBS, 

y se bloqueó la NHS-SS-Biotina no unida a proteínas con 50 mM de NH4Cl durante 10 

minutos a 4°C. Se realizó un tercer lavado en PBS frío y, finalmente, las células se lisaron 

con 500 µl de tampón de lisis, tal y como se describe en el apartado 8.1. Una vez 

cuantificadas las muestras, se inmunoprecipitó TGFα en 2 mg de extracto celular, y el 

TGFα expuesto en la membrana celular (y que por lo tanto se encontraba biotinilado) se 

inmunodetectó utilizando el reactivo Estreptavidina_HRP (GE Healthcare). 

8.5. Detección de TGFα soluble en el medio de cultivo 

Para analizar la cantidad de TGFα soluble que se liberaba en el medio de cultivo, 

se cultivaron entre 10-12 placas de 100 mm de cada línea celular en medio completo 
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hasta alcanzar la confluencia deseada. 24 horas antes de realizar el experimento, se 

cambió el medio de cultivo por medio DMEM o RPMI sin FBS, dejando que las células lo 

condicionaran. Los medios fueron recogidos, centrifugados a 1.200 rpm durante 3 

minutos para eliminar los restos celulares, y concentrados mediante ultrafiltración con 

un filtro Amicon® Ultra de 3K (Merck Millipore), hasta conseguir un volumen final de 150 

µL. Se añadió tampón de carga a los medios condicionados y las muestras se cargaron 

en un gel de poliacrilamida al 10-15%. Las proteínas fueron separadas finalmente por 

SDS-PAGE, y se validó la cantidad de TGFα soluble en los diferentes medios 

concentrados mediante la técnica de Western Blot.  

8.6. Electroforesis y Western Blot 

La separación y posterior detección de proteínas se realizó en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), siguiendo el protocolo 

descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Para ello, las muestras de extracto proteico total 

o inmunoprecipitadas se hirvieron durante 7 minutos a 100°C. Las muestras se cargaron 

en el gel y se realizó la separación de proteínas mediante electroforesis en cubetas 

pequeñas Mini-PROTEAN®3 (BioRad) o grandes tipo Sturdier, a un determinado voltaje 

(150V para los geles pequeños o 200V para los geles grandes), en tampón de 

electroforesis (Tris-HCl 20 mM, Glicina 192 mM, y 1% de SDS). El porcentaje del gel 

realizado en cada caso varió en función del peso molecular de la proteína.  

Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de PDVF, siguiendo dos estrategias complementarias: 

- Sistema de transferencia húmeda: Las proteínas se transfirieron a una 

membrana Inmobilon® de PVDF con un tamaño del poro de 0,45 µM, mediante 

el sistema Trans-Blot® de Bio-Rad. La transferencia se realizó a 500 mA 

constantes en tampón Tris 25 mM, Tris-Glicina 192 mM, durante el intervalo de 

tiempo requerido según el porcentaje del gel utilizado y sus dimensiones. 

- Sistema de transferencia semiseca: Las proteínas se transfirieron de manera 

rápida a una membrana Trans Blot Turbo Mini de PVDF (Bio-Rad Laboratories) 

con el tamaño del poro de 0,2 µM, mediante el sistema TransBlot® Turbo™ 

Transfer System de la misma casa comercial. El voltaje, amperaje y tiempo 
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necesario para realizar la transferencia se establecieron según las indicaciones 

del fabricante.  

Una vez transferidas las proteínas, las membranas se bloquearon durante al 

menos una hora con 1% de BSA en TBS-T (Tris-buffered saline with Tween, NaCl 140 mM, 

0,05% Tween, Tris 10 mM pH 7,5) y, seguidamente, con el anticuerpo primario 

correspondiente (Tabla 3) durante mínimo 1 hora, en tampón TBS-T. Tras la unión 

antígeno-anticuerpo, las membranas se lavaron 3 veces durante 7 minutos en tampón 

de lavado, y se incubaron a continuación con el anticuerpo secundario que 

correspondiera en cada caso (Tabla 4), durante 30 minutos en TBS-T. Las membranas se 

volvieron a lavar 3 veces durante 7 minutos en tampón de lavado, y las diferentes 

proteínas se detectaron por autoradiografía mediante su incubación durante 1 minuto 

en solución de revelado normal (luminol 0,08%, p-yodofenol 0,02%, Tris-HCl 0,1 M pH 

9,3) a la que se le añadió 0,44 mM de H2O2, o 5 minutos en tampón de revelado más 

potente (mezcla 1:1 de la solución A: 10 mM luminol, 6 mM PTZ-343, 1 mM Imidazol, 

0,3 M Tris pH 8,9, y solución B: 50 mM de acetato sódico pH 5,8, 8 mM perborato 

sódico).  

La detección de final de las proteínas se realizó con películas Agfa CP-BU NEW, o 

mediante el equipo ChemiDoc MP System (Bio-Rad Laboratories). La cuantificación de 

la intensidad de las bandas ofrecida por el equipo ChemiDoc se realizó mediante el 

programa Image Lab™ Sowtware Version 6.0.1 (Bio-Rad Laboratories). 

8.7. Arrays de proteínas 

Con el fin de comparar el estado de fosforilación de proteínas y receptores 

tirosina quinasa activos en la línea celular BT474 y los clones resistentes a neratinib, se 

realizaron arrays de anticuerpos comerciales (Human Phospho-Receptor Tyrosin Kinase 

Array Kit - Proteome Profiler™; Human Phospho-Kinase Array Kit – Proteome Profiler™, 

R&D Systems; Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos), siguiendo en cada caso las 

indicaciones del fabricante. La activación de los diferentes RTKs y TKs fue detectada por 

duplicado al hibridar 500 μg de lisado celular con las membranas de nitrocelulosa 

proporcionadas por el kit. Los anticuerpos de cada membrana se unieron a las proteínas 

diana de cada línea celular, y el estado de fosforilación de las mismas se detectó 
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utilizando anticuerpos también proporcionados en el kit comercial. Cada kit permitió 

detectar de manera simultánea la fosforilación relativa de 39 RTKs y TKs diferentes, y la 

intensidad de los píxeles relativos al estado de fosforilación de cada proteína se realizó 

mediante el programa Image Lab™ Sowtware Version 6.0.1 (Bio-Rad Laboratories).  

9. INMUNOFLUORESCENCIA 

9.1. Internalización del anti-TGFα-mAb y colocalización con LAMP-1 

Para estudiar la capacidad de internalización y llegada a los lisosomas del 

anticuerpo anti-TGFα, se cultivaron las células sobre cubreobjetos en placas de 35 mm, 

y se trataron con 2,5 nM del anticuerpo durante toda la noche. Para favorecer la 

visualización del anticuerpo dentro de los lisosomas, se incubaron las células en paralelo 

con 50 µM de cloroquina (CQ) (Sigma), un fármaco que impide la degradación lisosomal, 

3 horas antes de ser tratadas con el anticuerpo.  

Al día siguiente, las células se lavaron dos veces con PBS suplementado con 1 

mM CaCl2 y 0,5 mM MgCl2 (PBS++), y se fijaron durante 30 minutos con paraformaldehído 

al 2% en la solución anterior. A continuación, las células se lavaron 2 veces durante 5 

minutos en PBS++, y se incubaron 10 minutos con NH4Cl 50 nM para eliminar la posible 

autofluorescencia. Seguidamente, se permeabilizaron las membranas de las células con 

0,1% de Tritón-X100 en PBS++ durante 10 minutos, y se bloquearon las uniones 

inespecíficas durante 1 hora en PBS++ y 0,2% de BSA. A partir de aquí, las células se 

incubaron con el anticuerpo primario encargado de reconocer la glicoproteína de 

membrana asociada a lisosomas 1 (LAMP1, lysosomal-associated membrane protein 1) 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron seguidamente las células 3 veces 

durante 7 minutos en PBS++ suplementado con 0,2% BSA, y se incubaron con los 

anticuerpos secundarios anti-mouse_Cy3 y anti-rabbit_Cy2, encargados de reconocer 

los anticuerpos anti-TGFα y LAMP1, respectivamente. Se lavaron finalmente las células 

3 veces durante 7 minutos en PBS++ 0,2% BSA, y se tiñeron los núcleos durante 10-15 

segundos con 1 µg/mL de DAPI en H2O MiliQ. Finalmente, se fijaron los cubreobjetos 

mediante Gelvatol (12% mowiol; 30% glicerol; 0,12 M Tris pH 8,5) en portaobjetos de 

vidrio, y se analizaron las inmunofluorescencias en el microscopio confocal Leica TCS SP5 
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(Leica Microsystems CMS, Wetzlar, Alemania) del servicio de microscopía confocal del 

CIC. 

La colocalización entre ambas proteínas se analizó mediante el programa Leica 

Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF versión 2.7.3.9723, Leica 

Microsystems), que permitió estimar el porcentaje de colocalización entre ambas 

proteínas, en base al análisis de la dispersión de las señales de fluorescencia dentro de 

la región de interés (ROI) respecto a la fluorescencia total del campo estudiado.  

10. ESTUDIOS IN VITRO 

10.1. Activación del receptor de EGF 

Con el fin de evaluar la capacidad de TGFα para activar el receptor de EGF, las 

distintas líneas celulares fueron cultivadas con medio completo hasta alcanzar la 

confluencia deseada. Doce horas antes del experimento, las células fueron 

serodeprivadas, sustituyendo el medio de cultivo por DMEM o RPMI (según la línea 

celular) sin suero. Al día siguiente, se estimularon las células durante 10 minutos a 37°C 

con 10 nM de la forma soluble de TGFα (proteína recombinante), utilizando como 

control células sin estimular. Tras ese tiempo, las células se lisaron siguiendo el 

protocolo estándar y se analizó el estado de fosforilación del receptor de EGF tras 

inmunoprecipitar la proteína por Western Blot, utilizando el anticuerpo anti-pTyr99 

descrito en la Tabla 3. 

10.2. Capacidad bloqueante de los anticuerpos anti-TGFα  

Para analizar si el anticuerpo anti-TGFα tenía la capacidad de bloquear la 

activación de EGFR, se cultivó la línea celular ACHN de ccRCC en medio completo hasta 

alcanzar un 60-70% de confluencia. Se cambió el medio de las células por medio sin FBS 

y se dejó incubar toda la noche previa al experimento. Al día siguiente, se incubaron las 

células durante 10 minutos a 37°C con 3 condiciones diferentes: (1) medio sin FBS 

(condición control), (2) medio sin FBS con 10 nM de TGFα soluble, y (3) medio sin suero 

con 10 nM de TGFα soluble y 2,5 nM de los anticuerpos anti-TGFα, habiéndolos 

competido previamente durante 30 minutos a temperatura ambiente. Acto seguido, las 

células se lavaron dos veces con PBS frío y se lisaron siguiendo el protocolo 
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convencional. Se inmunoprecipitó EGFR de cada extracto celular y se analizó su estado 

de fosforilación, tal y como se ha descrito en el apartado anterior. 

11. ESTUDIOS IN VIVO 

11.1. Cepas de ratón y mantenimiento de los animales 

Para el estudio in vivo, se utilizaron hembras de ratón BALB/cOlaHsd-Foxn1n de 

seis semanas de edad y con un peso de aproximadamente 20 gramos, obtenidas a partir 

del proveedor de animales de laboratorio Envigo. 

El manteamiento y manipulación de los animales se realizó en una zona libre de 

patógenos dentro de las instalaciones del Animalario Departamental de la Universidad 

de Salamanca, siguiendo las pautas legales e institucionales de acuerdo con la legislación 

europea (Directiva 2010/63/UE) y española (Ley 6/2013) relativa a la protección de 

animales utilizados para fines científicos.   

11.2. Producción de xenoinjertos 

Para estudiar el efecto tanto del anticuerpo anti-TGFα como del ADC anti-TGFα-

MMAF en modelos experimentales in vivo, se inyectaron las células NP29 de PDAC en 

los ratones previamente descritos. Para ello, se resuspendieron un total de 5x106 células 

por ratón en 50 μl de DMEM y 50 μl de Matrigel (BD Biosciences), y se inyectaron 

subcutáneamente en el lomo de los ratones cuando alcanzaron las 8 semanas de edad. 

Cuando los tumores alcanzaron un volumen de entre 150-200 mm3, los ratones se 

randomizaron según el tamaño de la masa tumoral en tres grupos (n=6), y se trataron 

intraperitonealmente una vez a la semana con anti-TGFα y anti-TGFα-MMAF (3,33 

mg/kg). El tamaño de los tumores se midió dos veces por semana mediante un pie de 

rey, y el peso de los ratones se controló esos mismos días para asegurarnos que no 

existían efectos tóxicos en el animal. El volumen tumoral obtenido en cada medición se 

calculó y representó aplicando la siguiente fórmula: volumen = ancho2 x longitud/2. Los 

ratones finalmente se sacrificaron el día 21 de tratamiento.  
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12. ESTUDIOS IN SILICO 

El análisis de la expresión de EGFR y TGFA en las líneas celulares de cáncer se 

llevó a cabo a partir de datos genómicos de acceso público disponibles en Cancer Cell 

Line Encyclopedia (CCLE) (Ghandi et al., 2019).  

Los análisis comparativos de la expresión génica de EGFR, TGFA, MGP, PADI3 y 

SERPINB5 en tejido normal y tumoral a partir de datos de RNA-Seq se realizaron con la 

herramienta web TNMplot (Bartha & Győrffy, 2021). 

El diseño de oligonucleótidos para PCR y RT-PCR se realizó con el programa 

Primer3 (Untergasser et al., 2012). 

Las secuencias de proteína de la región variable tanto de la cadena ligera como 

pesada del anticuerpo monoclonal anti-TGFα, se obtuvieron mediante el servidor web 

ExPASy (Artimo et al., 2012), a partir de sus correspondientes secuencias de DNA.  

El análisis y comparación de las regiones variables del anticuerpo monoclonal 

anti-TGFα con otras inmuglobulinas de ratón se realizó mediante la base de datos IMGT 

(Lefranc et al., 2009). 

13. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

El análisis estadístico de los datos experimentales de este trabajo se realizó con 

el programa GraphPad Prism 8 (San Diego, Estados Unidos). La prueba de Shapiro-Wilk 

se utilizó para contrastar la normalidad del conjunto de datos, y la prueba de Levene 

para evaluar la igualdad de varianzas de los grupos comparados. Según el resultado 

obtenido en estas pruebas, se aplicó el test t de Student de dos colas o el test U de Mann-

Whitney para la comparación de variables continuas entre dos grupos. En todos los 

casos, las diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando el p-valor 

fue inferior a 0,05. 
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