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 OBJETIVOS 

Tras el cáncer de pulmón y el cáncer colorrectal, el cáncer primario de hígado, 

principalmente el carcinoma hepatocelular (HCC) y el colangiocarcinoma (CCA), 

representan la tercera causa de mortalidad por cáncer a nivel mundial. A pesar de que 

la terapia curativa de elección es la resección quirúrgica, esta medida no exime al 

paciente oncológico de un tratamiento farmacológico neoadyuvante y/o adyuvante. 

Además, este tipo de tumores suelen diagnosticarse cuando el estadio del cáncer es 

ya muy avanzado y sólo admite tratamiento quimioterápico. Desafortunadamente, 

uno de los principales obstáculos que compromete el éxito de estas terapias es la 

elevada refractariedad a los fármacos antineoplásicos de los tumores hepáticos. 

A pesar de la gran diversidad biológica y clínica del cáncer hepático y la 

existencia de subtipos anatómicos e histológicos, un rasgo común a todos ellos es el 

marcado fenotipo de resistencia a múltiples fármacos (MDR). Este resulta de la 

combinación de diversos mecanismos de farmacorresistencia (MPR) en las células 

tumorales, que confiere resistencia simultánea a un amplio espectro de fármacos. La 

sobreexpresión de bombas exportadoras pertenecientes a la superfamilia ABC limita 

en gran medida el éxito del tratamiento farmacológico frente al cáncer. La 

caracterización del perfil de expresión de estas proteínas en cada tipo de tumor podría 

facilitar el desarrollo de estrategias farmacológicas más selectivas y eficaces, así como 

identificar nuevos biomarcadores de predicción de la falta de respuesta al tratamiento. 

La escasa eficacia de los regímenes quimioterapéuticos frente a los tumores 

hepáticos ha impulsado el desarrollo de fármacos como los inhibidores de receptores 

con actividad tirosina quinasa (TKIs). Sin embargo, el éxito de los TKIs, como sucede 

con otros agentes antitumorales, se ve reducido por la falta de respuesta de los 

pacientes debido a la preexistencia o a la aparición durante el tratamiento de MPRs. 

Dada la importancia de los MPRs relacionados con la expulsión de fármacos en este 

tipo de tumores, resulta fundamental dilucidar la capacidad de los TKIs para actuar 

como sustratos y/o inhibidores de las bombas ABC, así como la selectividad de 

interacción con los distintos tipos de bombas. Esta información es crucial para buscar 

sinergias entre estas moléculas y otros agentes antitumorales con objeto de diseñar 

regímenes de quimioterapia combinada más eficaces y con menos efectos adversos. 
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 OBJETIVOS 

Por otra parte, la terapia farmacológica de elección en CCA consiste en la 

combinación de gemcitabina y cisplatino, pero su eficacia es escasa y la falta de 

especificidad provoca numerosos e indeseables efectos secundarios. Los avances y 

resultados favorables en el campo de la terapia biológica prometen desbancar este 

tipo de agentes quimioterapéuticos clásicos para dar el salto definitivo hacia la 

medicina de precisión. La mayor eficacia y tolerancia de estos nuevos tratamientos ha 

extendido considerablemente su uso frente a cánceres hematológicos, aunque su 

utilidad en tumores sólidos aún debe investigarse a fondo. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo global de esta Tesis 

Doctoral fue estudiar el perfil de expresión de proteínas ABC en HCC y CCA, para 

después explorar estrategias de superación de la falta de respuesta al tratamiento 

farmacológico, empleando TKIs y nuevas aproximaciones de terapia biológica 

coadyuvante. Para alcanzar dicho objetivo, se plantearon los siguientes objetivos 

parciales:  

Objetivo 1: Analizar el perfil de expresión de proteínas ABC en muestras 

humanas de HCC y CCA, así como en líneas celulares de ambos tipos de tumores en 

condiciones basales y sometidas a estrés farmacológico. 

Objetivo 2: Desarrollar y validar modelos celulares knockout para proteínas ABC 

implicadas en la farmacorresistencia del HCC mediante la tecnología de edición génica 

programada CRISPR/Cas9. 

Objetivo 3: Evaluar in vitro la selectividad de los fármacos TKI sobre bombas ABC 

y su capacidad para potenciar el efecto de agentes de quimioterapia clásica para el 

tratamiento del HCC. 

Objetivo 4: Desarrollar y evaluar in vitro una estrategia de terapia biológica 

frente al CCA basada en la capacidad de SOX17 para reprimir la expresión de bombas 

ABC, utilizando la proteína recombinante SOX17 unida al péptido de penetración 

celular Tat (Tat-SOX17). 

Objetivo 5: Desarrollar y evaluar in vitro una estrategia de terapia biológica 

frente al CCA basada en la utilización de células humanas con expresión y secreción 

estable de Tat-SOX17. 
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2.1. ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA DEL SISTEMA HEPATOBILIAR 

2.1.1. Generalidades 

El sistema hepatobiliar forma parte del aparato digestivo e incluye el hígado, la 

vesícula y las vías biliares. Se trata de un sistema fundamental para mantener la 

homeostasis del organismo, al excretar productos de desecho lipófilos a través de la 

bilis y detoxificar la sangre proveniente del intestino, metabolizando y eliminando 

sustancias antes de que pasen a la circulación sistémica. 

Después de la piel y junto con el cerebro, el hígado es el órgano sólido más 

grande del organismo, con un peso aproximado de 1,5 kg en adultos. Recibe una 

irrigación sanguínea dual: casi un 80% de la sangre proviene de la vena porta, mientras 

que el 20% restante es sangre oxigenada que emana de la arteria hepática. La sangre 

portal procede del estómago, intestino, páncreas y bazo, y contiene sustancias que 

serán filtradas por el hígado para su metabolismo y/o eliminación (Boron & Boulpaep, 

2017). Morfológicamente, el ligamento falciforme divide el hígado en dos lóbulos 

principales: el derecho y el izquierdo. No obstante, desde un punto de vista funcional, 

existen ocho segmentos hepáticos que reciben riego sanguíneo de ramas 

provenientes de la vena porta y la arteria hepática. Paralelamente, en cada uno de 

estos segmentos la sangre es devuelta a una rama de la vena hepática y la bilis se libera 

al conducto biliar (Couinaud, 1957) (figura I-1). 

Por otra parte, el sistema biliar complementa la función del hígado, 

concentrando, almacenando y conduciendo la bilis hacia el duodeno. El árbol biliar 

emerge de los dúctulos biliares o canales de Hering, que representan la unión 

fisiológica entre el sistema canalicular hepatocitario y el sistema biliar colangiolar. 

Estos convergen en los conductos biliares intrahepáticos y, posteriormente, en los 

extrahepáticos. Entre estos últimos se encuentra la vesícula biliar que, al contrario que 

el resto del tracto biliar, no aparece en todos los vertebrados (figura I-1). 
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2.1.2. Tipos celulares 

2.1.2.1. Hepatocitos 

Los hepatocitos son células epiteliales secretoras de bilis y suponen más del 80% 

del total de células hepáticas. Los hepatocitos generan la bilis en el espacio 

interhepatocitario, formando los denominados canalículos biliares, paralelos a los 

sinusoides, que son capilares donde se mezclan sangre portal y arterial, y cuyo 

revestimiento fenestrado permite el intercambio de sustancias con los hepatocitos 

colindantes a través del espacio perisinusoidal o de Disse. Esto convierte a los 

hepatocitos en células altamente polarizadas (Meier, 1988), pudiendo diferenciarse en 

ellos: 

- Membrana basal o sinusoidal, con microvellosidades que se proyectan al 

espacio de Disse para facilitar la captación de solutos procedentes de la sangre 

sinusoidal. 

- Membrana lateral, mediante las que se unen hepatocitos contiguos por 

uniones estrechas, desmosomas y uniones comunicantes o gap junctions, 

generando un patrón hexagonal. 

Figura I-1. Sistema hepatobiliar y su conexión con el páncreas y el duodeno. 
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- Membrana apical o canalicular, que forma los canalículos biliares y a través de 

cuyas microvellosidades los hepatocitos secretan los componentes de la bilis a 

la luz canalicular.  

Los hepatocitos se distribuyen en unidades funcionales denominadas lobulillos 

(figura I-2), formados por conjuntos hexagonales dispuestos alrededor de una vena 

hepática central. En cada esquina del lobulillo se halla una tríada portal, compuesta 

por una arteriola hepática, una vénula portal y un conducto biliar. Los vasos 

sanguíneos de la tríada conectan con la vena central a través de los sinusoides, 

dispuestos radialmente dentro del lobulillo (Rappaport & Wilson, 1958). 

Además, los hepatocitos presentan un fenotipo marcado por la zonación, que 

supone la especialización metabólica según su localización en el lobulillo, lo que viene 

determinado en parte por la composición de la sangre con la que son perfundidos 

(Rappaport & Wilson, 1958). 

Figura I-2. Lobulillo hepático, con detalle del sinusoide, la tríada portal y la diversidad celular 

hepática. Imagen utilizada y traducida al español con el permiso de sus autores (Ben-Moshe & 

Itzkovitz, 2019). 
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2.1.2.2. Colangiocitos 

Los colangiocitos son las células epiteliales biliares que conforman el árbol biliar, 

representando tan solo un 3-5% de las células hepáticas. Su función fundamental es la 

modificación de la bilis primaria secretada por los hepatocitos a los canalículos, un 

proceso altamente regulado por diversos factores entre los que se encuentran 

hormonas, neurotransmisores, péptidos, nucleótidos e incluso los ácidos biliares, 

componentes principales de la bilis (Tabibian et al., 2013). Esta función pueden 

desarrollarla gracias a su polarización, distinguiéndose en estas células: 

- Membrana apical o luminal, con microvellosidades y un cilio único sensible a los 

estímulos químicos y mecánicos que regula procesos como la diferenciación, 

proliferación y secreción en el colangiocito. Esta región de la membrana también 

presenta transportadores imprescindibles para la secreción de cationes 

orgánicos, Cl-, HCO3
- y agua al canal de Hering, y para la absorción de ácidos 

biliares, aminoácidos, iones y glucosa de la bilis. 

- Membrana basolateral, con transportadores que equilibran el contenido 

intracelular de HCO3
- y otros iones, a la par que expulsa las moléculas captadas 

de la bilis a través de la membrana apical para pasarlas a la sangre. También se 

encuentran en esta membrana la mayoría de los receptores hormonales 

implicados en la regulación de la actividad del colangiocito. Al igual que los 

hepatocitos, los colangiocitos están unidos y se comunican entre sí a través de 

uniones estrechas y gap junctions localizadas en regiones adyacentes de la 

membrana basolateral (Tabibian et al., 2013). 

Los colangiocitos son una población heterogénea y dinámica de células que 

difieren en tamaño y morfología, pudiendo dividirse en colangiocitos pequeños y 

grandes. Los colangiocitos pequeños se encuentran en los conductos biliares de 

menor calibre, tienen una forma aplanada y están menos diferenciados, lo que les dota 

de una gran plasticidad. Por el contrario, los colangiocitos grandes están en los 

conductos de mayor diámetro, tienen una forma cuboidea y están diferenciados. A 

estas particularidades también se suma la expresión diferencial de determinadas 
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proteínas, tanto intracelulares como de membrana (Benedetti et al., 1996; Marzioni et 

al., 2002). 

El árbol biliar conforma un entramado de conductos que dirigen la bilis hasta la 

vesícula biliar en ayunas, y de ahí hasta el duodeno en periodo postprandial. Según su 

localización, los conductos biliares se dividen en: 

- Intrahepáticos: emergen de los canales de Hering, que recogen la bilis primaria 

que los hepatocitos han vertido a los canalículos biliares. De aquí nacen los 

conductillos perilobulillares y acaban drenando en los conductillos 

interlobulillares, que se unen para dar los conductos septales y, luego, los 

conductos lobulares y los conductos hepáticos izquierdo y derecho. 

- Extrahepáticos: el conducto hepático común, el conducto cístico, la vesícula 

biliar y el conducto biliar común o colédoco, que confluye con el conducto 

pancreático para desembocar en el duodeno a través de la ampolla de Váter. El 

esfínter de Oddi regula el paso de bilis o jugo pancreático a esta porción del 

intestino (Ludwig, 1987). 

El origen de los conductos biliares difiere según su localización intra o 

extrahepática: se cree que los colangiocitos intrahepáticos provienen de los 

hepatoblastos, también precursores de los hepatocitos, mientras que los colangiocitos 

extrahepáticos derivarían del endodermo, al igual que las células epiteliales del 

páncreas y el duodeno (Raynaud et al., 2011; Si-Tayeb et al., 2010). 

2.1.2.3. Otros tipos celulares 

Algo más del 6% del volumen del parénquima hepático está formado por células 

diferentes a los hepatocitos y colangiocitos (figura I-2): células endoteliales (2,8%) que 

tapizan los canales vasculares o sinusoides, formando una estructura fenestrada 

contráctil, a través de la cual los solutos plasmáticos pueden acceder libremente al 

espacio de Disse; células de Kupffer (2,1%), macrófagos hepáticos que se localizan en 

el espacio vascular sinusoidal para eliminar bacterias, endotoxinas, parásitos y 

eritrocitos senescentes; y células estrelladas (células de Ito o de almacenamiento de 

grasa, 1,4%), halladas en el espacio de Disse, que poseen grandes bolsas de grasa en 
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su citoplasma donde almacenan vitamina A y, tras una lesión hepática, se activan 

transformándose en fibroblastos para mediar los procesos de fibrogénesis (Boron & 

Boulpaep, 2017). 

2.1.3. Funciones 

El hígado se localiza estratégicamente en el sistema circulatorio para recibir la 

sangre portal proveniente del estómago, intestino delgado, intestino grueso, 

páncreas y bazo. En esta posición, desempeña un papel fundamental en el manejo de 

los nutrientes asimilados por el intestino delgado, pero sus funciones son mucho más 

amplias: 

▪ Metabolismo de glúcidos: control de la homeostasis glucídica mediante la 

formación y degradación de glucógeno, procesos conocidos como 

glucogenogénesis y glucogenólisis, además de su almacenamiento. La glucosa 

también puede ser sintetizada en los hepatocitos a partir de distintos 

precursores en lo que se conoce como gluconeogénesis. 

▪ Metabolismo de lípidos: síntesis de ácidos grasos y triglicéridos, producción y 

-oxidación y 

cetogénesis. Además, los hepatocitos también llevan a cabo la síntesis de novo y 

el catabolismo del colesterol, empleado en un 80% para formar los ácidos 

biliares. 

▪ Metabolismo nitrogenado: formación de proteínas plasmáticas (albúmina y 

factores de coagulación), síntesis del grupo hemo y metabolismo de porfirinas, 

interconversión de aminoácidos no esenciales, catabolismo proteico para la 

obtención de energía y degradación de bases púricas y pirimidínicas. 

▪ Metabolismo de sustancias endógenas y xenobióticos: eliminación de sustancias 

endógenas (bilirrubina y algunas hormonas) y de compuestos exógenos (toxinas 

y fármacos) a través de la bilis, además de reacciones de biotransformación que 

activan o inactivan algunas sustancias (hormona tiroidea, vitamina D y 

profármacos). 
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▪ Producción de bilis: secreción de ácidos biliares a la bilis, que actúan como 

emulsificantes de las grasas, favoreciendo su digestión y absorción cuando la 

bilis es secretada desde la vesícula biliar al intestino delgado a través del 

colédoco. 

▪ Almacenamiento de sustancias: vitaminas (A, D, E, K y B12) y minerales (hierro en 

forma de ferritina y cobre) en el hígado, y bilis en la vesícula biliar. 

La naturaleza y variedad de las funciones desempeñadas por el hígado hacen 

que esté especialmente expuesto y pueda sufrir daños que ocasionan la muerte de las 

distintas células que lo conforman. Es por ello que, al tratarse de un órgano esencial 

para el mantenimiento de la homeostasis, el hígado posee la excepcional capacidad 

de regenerarse. Este hecho ya se conocía desde la Antigüedad y se manifiesta en un 

corto periodo de tiempo tras la hepatectomía parcial, durante el cual la masa de tejido 

restante puede volver a crecer y recobrar su tamaño original (Michalopoulos & 

DeFrances, 1997). Las células hepáticas poseen una gran plasticidad, de modo que 

distintos tipos celulares pueden participar en la reconstrucción del hígado generando 

nuevos hepatocitos sin descuidar las funciones metabólicas. Los últimos avances en el 

campo de la genética y la genómica han demostrado la robustez y alta conservación 

evolutiva de la regeneración hepática, pero aún se desconocen muchas de las claves 

que relacionan los mecanismos implicados (Bangru & Kalsotra, 2020). 

2.2. CÁNCER HEPÁTICO 

2.2.1. Generalidades 

El cáncer de hígado es el sexto cáncer más frecuente y la tercera causa de muerte 

por cáncer en el mundo (Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), 2020) (figura I-3). 

Los tumores hepáticos se caracterizan por su elevada heterogeneidad, que 

puede ser provocada por la inestabilidad genómica, los cambios en el microambiente 

y/o alteraciones en las cascadas de señalización (L. Li & Wang, 2016). Esta 

heterogeneidad justifica el interés en implantar la medicina de precisión, pues el 

diagnóstico personalizado de pacientes oncológicos, basado en las características 
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genéticas y moleculares de cada tumor, permitirá un ajuste individualizado del 

tratamiento. 

Según su origen, la mayoría de los tumores hepáticos se clasifican en carcinoma 

hepatocelular (HCC), colangiocarcinoma (CCA) y hepatoblastoma, siendo los dos 

primeros los más frecuentes en adultos y el tercero, en pacientes pediátricos 

(Nagtegaal et al., 2019). 

2.2.2. Carcinoma hepatocelular (HCC) 

2.2.2.1. Epidemiología y factores de riesgo 

El HCC constituye el 80-85% de los casos de cáncer hepático primario 

diagnosticados a nivel mundial, siendo más frecuente en varones y en zonas del África 

subsahariana y en el Este de Asia, aunque la tendencia indica un aumento en la 

incidencia en Europa del Este, América del Norte y Oceanía (Center & Jemal, 2011; 

Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), 2020). 

Los factores de riesgo incluyen infección por los virus de la hepatitis B o C (VHB 

o VHC), enfermedad del hígado graso, cirrosis alcohólica, tabaquismo, obesidad, 

diabetes, sobrecarga de hierro e ingesta de determinados carcinógenos en la dieta, 
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Figura I-3. Incidencia y mortalidad de los tipos de cáncer más frecuentes para todas las edades 

y sexos a nivel mundial en 2020 (Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), 2020). 
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causantes de un daño crónico en el hígado con potencial para desencadenar tumores. 

Además, la edad y el sexo masculino también son factores predisponentes a padecer 

este tipo de tumores (Fattovich et al., 2004). 

2.2.2.2. Fisiopatología 

El HCC se origina generalmente tras un estado de inflamación hepática crónica 

y fibrosis derivada de la exposición a los factores previamente mencionados. Si bien el 

80  90% de los casos de HCC son precedidos por cirrosis, el resto (10  20%) se 

desarrolla sobre hígado no cirrótico (Simonetti et al., 1991). Por ello, la comprensión 

de cómo se genera esta enfermedad requiere en gran medida descifrar los 

mecanismos moleculares que potencian el desarrollo de tumores en el hígado 

cirrótico. El acortamiento de los telómeros, el deterioro en el control de la proliferación 

de los hepatocitos y las alteraciones en el microambiente hepatocitario podrían ser 

algunos de los factores favorecedores de la hepatocarcinogénesis (H. El-Serag & 

Rudolph, 2007). 

2.2.2.3. Diagnóstico y tratamiento 

El diagnóstico del tumor en un estado poco avanzado es clave para actuar a 

tiempo y mejorar el pronóstico de la enfermedad. Los métodos tradicionales de 

diagnóstico y cribado de HCC se han basado en el reconocimiento de un nódulo > 10 

mm en el hígado por ecografía, seguido por tomografía computarizada y resonancia 

magnética, que también se pueden complementar con el análisis de la alfa-

fetoproteína sérica (H. B. El-Serag et al., 2008). Solo si los resultados de estas pruebas 

no coindicen completamente con el diagnóstico de HCC, sería necesaria la 

confirmación por análisis de biopsias, ya que puede confundirse con CCA 

intrahepático (iCCA) (B. Huang et al., 2016). En los últimos años, las técnicas de imagen 

han pasado de la mera aplicación cualitativa a la cuantitativa, lo que a medio plazo 

podría convertirlas en potentes herramientas no invasivas para el estudio de la 

fisiopatología subyacente y el seguimiento del tratamiento en cáncer hepático 

(Sartoris et al., 2021). 

El tratamiento del HCC depende del estadio tumoral. Para los pacientes en los 

estadios más tempranos, se procede a la resección quirúrgica del tumor o al trasplante 
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completo del hígado, según histopatología. Sin embargo, en algunos casos en los que 

la cirugía es demasiado arriesgada, el tumor puede destruirse mediante ablación 

percutánea. Para pacientes con HCC en estadio intermedio, la quimioembolización 

transarterial (TACE) es el tratamiento estándar (Ayuso et al., 2018). En los casos de HCC 

más avanzado, el tratamiento de elección es la quimioterapia con sorafenib o, en 

EE.UU., lenvatinib (U.S. Food & Drug Administration, 2018) y, como opciones de 

segunda línea, regorafenib (Ayuso et al., 2018; Center for Drug Evaluation and 

Research, 2017b) y nivolumab (Center for Drug Evaluation and Research, 2017a). 

Sin embargo, la aparición de farmacorresistencia es muy frecuente en los 

pacientes tratados con quimioterapia clásica o fármacos vectorizados, a lo cual hay 

que sumarle la toxicidad y la escasa eficacia de estos tratamientos (Cheng et al., 2009; 

Llovet et al., 2008). La validación clínica de nuevos tratamientos para los pacientes con 

HCC es acuciante. Una de las aproximaciones más prometedoras es la inmunoterapia, 

con fármacos que ayudan a combatir la resistencia a los antitumorales tradicionales 

atacando las células iniciadoras del tumor, inhiben los puntos de control inmunitarios, 

evitan las respuestas inflamatorias o impiden la progresión del cáncer. Además, la 

nanotecnología puede ayudar a mejorar la formulación de estos tratamientos, 

aumentando su eficacia (Anwanwan et al., 2020). Pero hasta la fecha, ninguna 

propuesta ha conseguido desbancar al modesto efecto del sorafenib en el intento de 

aumentar la esperanza de vida de los pacientes (Couri & Pillai, 2019). 

Una dificultad añadida al tratamiento del HCC es que los pacientes presentan 

características muy heterogéneas. En la práctica clínica el tratamiento se elige según 

el estadio tumoral en que se encuentra el paciente, pero en los estadios más 

avanzados se requeriría un estudio más detallado de cada paciente. El análisis 

molecular de las biopsias ayudaría a determinar la huella genética del HCC avanzado 

y así ajustar mejor la terapia (Schulze et al., 2015).  

El mayor reto en el tratamiento del HCC está en encontrar buenas 

combinaciones de agentes antitumorales y administrarlas según el fenotipo de cada 

tumor. Así, el hallazgo de nuevas sinergias entre fármacos podría recuperar muchos 

de los tratamientos ya aprobados, pero hoy en desuso por su falta de eficacia cuando 

se administran en los regímenes terapéuticos habituales. 
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2.2.3. Colangiocarcinoma (CCA) 

2.2.3.1. Clasificación 

El término CCA comprende diversos tumores de las vías biliares y se puede 

diferenciar según varias características en (Nakeeb et al., 1996) (figura I-4): 

- Colangiocarcinoma intrahepático (iCCA), ubicado en los conductos secundarios 

del árbol biliar en el hígado. 

- Colangiocarcinoma perihiliar (pCCA), originado en las vías biliares 

extrahepáticas por encima del conducto cístico. 

- Colangiocarcinoma distal (dCCA), originado en las vías biliares extrahepáticas 

por debajo del conducto cístico. 

Aunque el uso del término CCA extrahepático (eCCA) implica una considerable 

simplificación por las diferencias clínicas entre pCCA y dCCA, lo emplearé para 

referirme a ambos tipos de CCA en conjunto. 

Figura I-4. Ubicación anatómica de los distintos subtipos de colangiocarcinoma (CCA). iCCA, 

CCA intrahepático; pCCA, CCA perihiliar; dCCA, CCA distal.  
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2.2.3.2. Epidemiología y factores de riesgo 

Aunque con mucha menor incidencia (10-15%), el CCA es el segundo tipo de 

cáncer hepático más frecuente después del HCC. En EE.UU., el 80% de los CCA 

diagnosticados son eCCA, siendo el 20% restante iCCA (Banales et al., 2016; DeOliveira 

et al., 2007; Nakeeb et al., 1996). Aunque la clasificación y el diagnóstico de CCA son 

problemáticos y dificultan la obtención de estadísticas fiables, diversos estudios 

recientes muestran una tendencia invertida: los casos y las muertes por iCCA han 

aumentado, mientras que para los eCCA se ha producido un descenso en incidencia y 

mortalidad en las últimas décadas (Banales et al., 2020; Shaib & El-Serag, 2004). A nivel 

global, la mayor incidencia se observa en Tailandia y otros países del sudeste asiático, 

donde son más frecuentes las parasitosis hepáticas (Sripa & Pairojkul, 2008). 

Respecto a los factores de riesgo, solo un 10% de los casos están asociados a 

inflamación hepática crónica (Shaib & El-Serag, 2004), aunque existen evidencias de 

que también puede asociarse con colangitis primaria esclerosante (PSC) (Burak et al., 

2004; Chalasani et al., 2000), parasitosis hepáticas (sobre todo infecciones con 

Opisthorcosis viverrini) (Thamavit et al., 1987), infecciones por VHB y VHC y 

obstrucciones en los conductos biliares (Clements et al., 2020). 

2.2.3.3. Fisiopatología 

La etiología concreta del CCA se desconoce y los distintos subtipos pueden 

presentar gran similitud genética e histológica. 

El iCCA se origina normalmente en ausencia de cirrosis (D. H. Lee & Lee, 2017), 

pudiendo provenir de la transformación de hepatocitos maduros (Fan et al., 2012; 

Sekiya & Suzuki, 2012), células progenitoras (Cardinale et al., 2012; Carpino et al., 2015) 

o colangiocitos cuboidales no secretores de mucina (Komuta et al., 2012), según su 

localización en el árbol biliar. 

En el caso de los pCCA y dCCA, existen evidencias de que muy probablemente 

se originen a partir de las glándulas peribiliares ubicadas en los conductos biliares 

hiliares y los colangiocitos secretores de mucina (Carpino et al., 2015; Nakanuma & 

Sato, 2012) tras lesiones preneoplásicas (Banales et al., 2016).   
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2.2.3.4. Diagnóstico y tratamiento 

Debido a que el CCA es una patología asintomática en los primeros estadios, la 

mayoría de los pacientes se diagnostican en un estado avanzado. Para ello, se emplean 

técnicas de imagen, como ecografía, ecografía con contraste (CEUS), tomografía axial 

computarizada (TAC) y resonancia magnética nuclear (RMN). No obstante, la falta de 

patrones radiológicos definidos en CCA hace imprescindible la confirmación del 

diagnóstico mediante la cuantificación en suero del antígeno carbohidratado19-9 (CA 

19-9) y/o el análisis citológico e histológico de biopsias (Banales et al., 2016; 

Bridgewater et al., 2014). 

Para los casos en los que es posible, el tratamiento de elección siempre es la 

resección quirúrgica del tumor, acompañada de un tratamiento coadyuvante con 

capecitabina (Shroff et al., 2019). Para los demás pacientes, se opta en primera 

instancia por un régimen combinado de quimioterapia (Valle et al., 2016) con 

gemcitabina y cisplatino (Okusaka et al., 2010; Valle et al., 2010); como tratamiento de 

segunda línea, se combinan ácido folínico, 5-fluorouracilo y oxaliplatino (FOLFOX) 

(Lamarca et al., 2019). 

Sin embargo, los fármacos empleados en la clínica para el tratamiento del CCA 

no operable muestran escasa eficacia, por lo que muchos de los ensayos clínicos en 

marcha se centran en el uso de nuevas combinaciones de agentes quimioterapéuticos 

conocidos, terapia dirigida e inmunoterapia (NIH, Clinicaltrials.gov). La mayoría de 

estos nuevos abordajes requieren la previa determinación del perfil molecular del 

tumor para determinar en qué pacientes podría ser eficaz el tratamiento. Por ahora, 

los resultados más prometedores se están obteniendo en el campo de la terapia 

dirigida, donde se están probando inhibidores de la isocitrato deshidrogenasa 1 y/o 2 

(IDH1/2), como el ivosidenib (Abou-Alfa et al., 2019b; Lowery et al., 2021), e inhibidores 

del receptor del factor de crecimiento fibroblástico (FGFR) (Javle et al., 2018; 

Mazzaferro et al., 2021; Meric-Bernstam et al., 2018). 

https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Cholangiocarcinoma+Non-resectable&recrs=b&recrs=a&recrs=f&recrs=d&recrs=m&age_v=&gndr=&type=Intr&rslt=&Search=Apply
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2.3. FARMACORRESISTENCIA EN CÁNCER HEPÁTICO  

2.3.1. Mecanismos de farmacorresistencia 

A pesar de los distintos tratamientos que están emergiendo contra el cáncer 

hepático, los pacientes de HCC y CCA que no pueden optar por la cirugía aún 

dependen de una terapia farmacológica que presenta escasa eficacia. 

La razón de la alta refractariedad de este tipo de tumores no se ha esclarecido 

del todo, pero se conocen distintos mecanismos de farmacorresistencia (MPRs) (Marin 

& Macias, 2021) implicados en la falta de respuesta a los tratamientos farmacológicos. 

Estos MPRs se pueden tipificar según la función de las proteínas implicadas, que en 

hemos simplificado el estudio de estos MPRs dividiéndolos en siete grupos (Marin et 

al., 2017; Marin et al., 2020b)(figura I-5): 

▪ MPR-1: menor entrada (MPR-1a) y mayor salida (MPR-1b) del fármaco 

▪ MPR-2: menor activación o mayor inactivación metabólica del fármaco 

▪ MPR-3: modificaciones en las dianas terapéuticas 

▪ MPR-4: mayor reparación del daño en el ADN 

▪ MPR-5: activación de vías de proliferación y supervivencia, inhibición de la 

apoptosis 

▪ MPR-6: factores del microambiente tumoral 

▪ MPR-7: transición del fenotipo epitelial al mesenquimal, favoreciendo las 

características de células stem y la invasividad del tumor 
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Si bien no debemos pasar por alto ninguno de estos mecanismos, esta Tesis se 

ha centrado en el estudio del MPR-1b intrínseco (sobreexpresión de bombas de eflujo 

durante la carcinogénesis) y adquirido (sobreexpresión de bombas de eflujo tras 

exposición a fármacos). 

2.3.2. Transportadores implicados en el eflujo de fármacos (MPR-

1b): la superfamilia de proteínas ABC 

2.3.2.1. Generalidades 

Las proteínas transportadoras de membrana dependientes de ATP o 

transportadores ABC (siglas en inglés para ATP-binding cassette) humanas están 

codificadas por 48 genes, clasificados en siete subfamilias designadas desde  ABCA 

hasta ABCG (NIH, ncbi.nlm.nih.gov/gene/) (Dean et al., 2001). 

La estructura típica de los transportadores ABC se caracteriza por constar de 

cuatro dominios: dos dominios de unión a nucleótidos citoplasmáticos (nucleotide 

binding domain o NBD; unen e hidrolizan ATP) y dos dominios transmembrana 

(transmembrane domain o TMD; reconocen y transportan sustratos) (Bakos et al., 1996; 

Higgins, 1992; C. Kast & Gros, 1998; C. Kast & Grost, 1997). Si bien la estructura y función 

Figura I-5. Mecanismos de farmacorresistencia (MPR) en cáncer hepático. Modificada de 

Marin et al. (2020a). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=ATP+binding+cassette+subfamily+AND+Homo+sapiens+%5Borganism%5D
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de los NBD son similares en todas las familias, los TMD son muy heterogéneos, lo que 

dota a estas proteínas de gran versatilidad. De este modo, los transportadores ABC 

pueden reconocer diversos sustratos y utilizar la energía de la hidrólisis del ATP para 

transportar moléculas a través de las membranas celulares, independientemente de la 

existencia de un gradiente de concentración positivo o negativo a ambos lados de la 

membrana plasmática (Hyde et al., 1990). El mecanismo de exportación de sustratos 

se basa en la translocación dependiente de ATP; este modelo consiste en la unión del 

sustrato al TMD y una molécula de ATP a cada NBD, que se hidroliza secuencialmente 

a ADP y fosfato para producir cambios conformacionales que permiten la expulsión 

del sustrato del interior celular y, finalmente, la restauración de la estructura inicial 

(Higgins & Linton, 2004)(figura I-6). 

Las bombas ABC se expresan en todos los tejidos humanos, pudiendo además 

localizarse en la membrana plasmática, mitocondrial, lisosomal, peroxisomal o del 

retículo endoplasmático. Transportan sustratos endógenos como lípidos, péptidos, 

nucleósidos, esteroles y ácidos biliares, así como sustancias exógenas como fármacos 

y toxinas, participando en los procesos de absorción, distribución y excreción de los 

mismos (Dean et al., 2001). 

Figura I-6. Mecanismo de transporte de las bombas ABC. 
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2.3.2.2. Subfamilias ABC implicadas en el transporte de fármacos 

La mayoría de proteínas responsables del eflujo de xenobióticos en el organismo 

pertenecen a la superfamilia ABC, aunque no todas ellas están implicadas en el 

desarrollo del fenotipo de resistencia a múltiples fármacos (MDR) (tabla I-1). Las 

principales bombas involucradas en la reducción de la concentración intracelular de 

fármacos antitumorales en HCC y CCA, cuya estructura y localización celular se ilustra 

en la figura I-7, se incluyen en las siguientes subfamilias (revisadas ampliamente en 

Liu (2019)): 

▪ ABCB: está integrada por 11 genes codificantes de full transporters (compuestos 

por 2 NBD y 2 TMD) y half transporters (con 1 NBD y 1 TMD) que deben formar 

dímeros para ejercer su función. Uno de los primeros transportadores ABC 

descritos y mejor caracterizado es MDR1 o P-gp (multidrug resistance protein o 

permeability glycoprotein), codificado por el gen ABCB1. En el hígado, MDR1 se 

localiza en la membrana canalicular de los hepatocitos y los colangiocitos y es un 

transportador promiscuo de sustratos hidrofóbicos a la bilis, entre los que se 

incluyen lípidos, esteroides, péptidos y multitud de fármacos incluyendo 

glucósidos cardiotónicos, antihistamínicos, analgésicos narcóticos o 

inmunosupresores (Chan et al., 2004; Matheny et al., 2001), además de varios 

fármacos antitumorales (Marin et al., 2009). MDR3 es otro miembro de esta familia 

con capacidad para transportar algunos xenobióticos, entre ellos paclitaxel y 

vinblastina, aunque con una eficacia menor que la de MDR1 (Smith et al., 2000). 

Esta proteína se localiza en la membrana canalicular de los hepatocitos, donde se 

encarga de la translocación de fosfatidilcolina desde la cara interna hasta la cara 

externa de la bicapa lipídica (Prescher et al., 2019). De esta forma, neutraliza el 

efecto detergente de los ácidos biliares, presentes a concentraciones elevadas en 

la bilis.  

▪ ABCC: formada por 12 genes que codifican para transportadores completos, entre 

los que se encuentran las proteínas asociadas a la resistencia a múltiples fármacos 

o MRPs (del inglés multidrug resistance associated proteins), cuya función principal 

es la protección frente a compuestos tóxicos, como metales pesados, toxinas y 

xenobióticos. Particularmente, las isoformas ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2), ABCC3 
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(MRP3), ABCC4 (MRP4), ABCC5 (MRP5) y ABCC6 (MRP6) confieren resistencia a una 

gran variedad de fármacos en distintos tumores. MRP1, MRP2, MRP3 y MRP6 se 

localizan en la membrana basolateral de células polarizadas para impedir que las 

sustancias potencialmente dañinas accedan al interior de la célula. Por otro lado, 

MRP2 y, probablemente, MRP5 aparecen en la membrana apical para secretar 

estos compuestos tóxicos, por ejemplo, a la bilis o a la orina. Su estructura es 

similar a la de otros transportadores ABC, pero MRP1, MRP2, MRP3 y MRP6 poseen 

un TMD adicional en el extremo amino terminal que se requiere para su correcto 

funcionamiento y localización. Menos conocidos son MRP7 y MRP8, cuyo ARNm 

se ha detectado a bajos niveles en el hígado y se han demostrado capaces de 

transportar algunos fármacos antitumorales como paclitaxel y vincristina, en el 

caso de MRP7 (Shen et al., 2009), o metotrexato y el fluorouracilo, en el de MRP8 

(Oguri et al., 2007). 

▪ ABCG: está integrada por 5 genes codificantes de half transporters que, como ya 

se ha comentado, poseen un único NBD en el extremo amino terminal y un solo 

TMD en el carboxilo terminal. La mayoría de los miembros de esta subfamilia son 

bombas exportadoras de colesterol que no están involucrados en el desarrollo del 

fenotipo MDR. No obstante, ABCG2, que codifica para la proteína BCRP (breast 

cancer resistance protein), presenta una amplia especificidad de sustrato. Estos 

incluyen una gran variedad de fármacos antitumorales que bombea al exterior 

celular, lo que hace que BCRP desempeñe un papel importante en el desarrollo de 

resistencia a la quimioterapia antitumoral. 
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Figura I-7. Estructura (A) y localización celular (B) de las proteínas ABC estudiadas en esta 

Tesis, algunas de ellas solo expresadas en procesos fisiopatológicos. Figura parcialmente 

creada con BioRender.com. NBD, dominio de unión a nucleótidos; TMD, dominio 

transmembrana. 

https://biorender.com/
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Tabla I-1. Proteínas ABC implicadas en el transporte de los fármacos de primera y segunda 

línea en carcinoma hepatocelular (HCC) y colangiocarcinoma (CCA). 

Proteína 

HCC CCA 

1ª línea 2ª línea 1ª línea 
Coadyuvante 

/ 2ª línea 

Sorafenib Lenvatinib Regorafenib Gemcitabina Cisplatino 
Capecitabina 

5-FU 

MDR1 
(Hu et al., 

2009) 

(Ozeki et al., 
2019)  

(Kort et al., 
2015) 

(Bergman et al., 
2003; Hassan et 
al., 2020; Qian et 

al., 2019; Rudin et 
al., 2011) 

(Ren et al., 
2007) 

(T. Wang et al., 
2015; Chikazawa et 

al., 2010) 

(J. Li et al., 
2020) 

(Al-Shammari et 
al., 2019; Fujita 

et al., 2017) 

(Oshikata et al., 
2011) 

MRP1 - - - 
(Kohan & 

Boroujerdi, 2015) 
- - 

MRP2 

(Shibayama 
et al., 2011) 

(Ozeki et al., 
2019) 

(Ohya et al., 
2015; Hotta et 

al., 2015) 
- 

(Cui et al., 
1999; 

Kawabe et al., 
1999; Koike 
et al., 1997) 

- 

(Hu et al., 
2009) 

(J. Li et al., 
2020) 

MRP3 - - - - - - 

MRP4 
(Hu et al., 

2009) 
- - - 

(Savaraj et al., 
2003; X. 

Zhang et al., 
2015; 

Y. H. Zhang et 
al., 2010; 

Wakamatsu 
et al., 2007) 

(G. Zhang et al., 
2015; Q. Chen et 

al., 2017) 

MRP5 - - - 
(Oguri et al., 

2006; Kohan & 
Boroujerdi, 2015) 

- 

(Jilek et al., 2020; 
Pratt et al., 2005; 
Nambaru et al., 

2011) 

MRP6 - - - - - - 

BCRP 

(Hu et al., 
2009)  

(Ozeki et al., 
2019; J. Li et 

al., 2020) 

(Kort et al., 
2015) 

(Qian et al., 2019; 
Rudin et al., 2011) 

(Sogawa et 
al., 2021; 

Ceckova et 
al., 2008) 

(Yuan et al., 2009) 

(Agarwal et 
al., 2011; 
Bae et al., 

2018) 

(Al-Shammari et 
al., 2019; Fujita 

et al., 2017) 

(Chikazawa et al., 
2010) 

El código de colores indica si la proteína transporta o no al fármaco, de acuerdo con el estudio 

citado en cada caso. Verde=transporta; rojo=no transporta; amarillo=posiblemente 

transporta.  

2.3.2.3. Regulación de la expresión de proteínas ABC 

Se desconocen todos los detalles sobre la compleja regulación de la expresión 

de las bombas ABC, en la que están implicados múltiples receptores nucleares. Estos 

receptores suelen activarse en presencia de moléculas potencialmente tóxicas (entre 

las que se incluyen algunos ácidos biliares), que aumentan el estrés oxidativo en la 

célula. Muchos de ellos forman un dímero con el receptor X retinoide (RXR), siendo 

destacables: 
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 El receptor de ácido retinoico (RAR), que induce la expresión de ABCC2 (Denson 

et al., 2000) y reprime ABCC3 (W. Chen et al., 2007). 

 El receptor constitutivo de androstano (CAR), que induce la expresión de ABCC1 

(Rosenfeld et al., 2003), ABCC2 (H. R. Kast et al., 2002; Rosenfeld et al., 2003), ABCC3 

(Rosenfeld et al., 2003), ABCC4 (Assem et al., 2004) y ABCG2 (Jigorel et al., 2006). 

 Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), 

ABCB1 (Q. Chen 

et al., 2010; More et al., 2017; Xie et al., 2021; Yousefi et al., 2017), ABCC1 (Hirai et 

al., 2007), ABCC3, ABCC4 (Massimi et al., 2018; Moffit et al., 2006) y ABCG2 (Hirai et 

al., 2007; Szatmari et al., 2006; Xie et al., 2021). 

 EL receptor X de pregnano (PXR), que induce la expresión de ABCB1 (Geick et al., 

2001; Synold et al., 2001), ABCC2 (Teng & Piquette-Miller, 2005), ABCC3 (Teng et 

al., 2003; Teng & Piquette-Miller, 2007) y ABCG2 (Lemmen et al., 2013). 

 El receptor X farnesoide (FXR), que induce la expresión de ABCC2 (Fang et al., 

2021) y reprime la expresión de ABCC4 al inhibir la actividad de CAR (Renga et al., 

2011). 

 El receptor X hepático (LXR), inductor de ABCB1 (S. Kim et al., 2018) y ABCC2 

(Adachi et al., 2009). 

También se ha probado la activación del promotor de ABCC6 por RXR (Ratajewski 

et al., 2006) s que el factor 

- (Bohan et al., 2003; 

Jiang et al., 2006). 

Por otro lado, tanto en hepatocitos como en colangiocitos, se ha visto que la 

expresión de ABCC3 es inducida por el receptor homólogo hepático 1 (LRH-1), 

(Bohan et al., 2003) -catenina 

(Botrugno et al., 2004). ABCB1 (Chikazawa et al., 2010; T. Wang et al., 2015) y ABCG2 

(Chikazawa et al., 2010) también parecen inducirse a través de esta vía. Otros factores 

de transcripción implicados en la regulación de la expresión de proteínas ABC son el 

factor nuclea  (de Boussac et al., 2010; Douet et al., 2006; 

Qadri et al., 2009) y, muy notablemente, el factor 2 relacionado con el factor nuclear 
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eritroide 2 (NFE2L2 o NRF2), capaz de inducir la expresión de la mayoría de proteínas 

ABC implicadas en el transporte de xenobióticos (Canet et al., 2015; Ibbotson et al., 

2017; Kang et al., 2014; E. J. Kim et al., 2020; X. Wang et al., 2014; X. Zhang et al., 2020). 

Además, se han identificado sitios de unión para elementos de la familia C/EBP 

(de las siglas en inglés para CCAAT-enhancer-binding proteins) en el promotor de MRP2 

(Stöckel et al., 2000), lo que sugiere que podrían regular la expresión de este 

transportador hepático. También se han hallado secuencias consenso para la proteína 

activadora 1 (AP1) en el promotor de varios genes de transportadores ABC (Fromm et 

al., 1999; Stöckel et al., 2000; Zhu & Center, 1994), implicada en procesos celulares 

como la proliferación, la diferenciación, la apoptosis o el desarrollo de tumores. 

2.4. ESTRATEGIAS DE SUPERACIÓN DE LA 

FARMACORRESISTENCIA EN CÁNCER HEPÁTICO 

A pesar de los constantes esfuerzos invertidos en investigación, los tratamientos 

farmacológicos empleados frente a cáncer hepático presentan escasa eficacia en los 

estadios más avanzados. De ahí la urgencia de hallar alternativas terapéuticas, basadas 

en nuevos regímenes de agentes quimioterapéuticos y en aproximaciones de ataque 

al tumor más selectivas. 

La tecnología de secuenciación del ADN ha permitido revelar la heterogeneidad 

genética entre las células malignas y normales, facilitando la identificación de posibles 

dianas moleculares para nuevos fármacos. Así surge la terapia dirigida, donde los 

fármacos actúan sobre dianas específicas de las células cancerosas para bloquear su 

crecimiento y propagación. Estas dianas pueden ser antígenos de superficie y factores 

de crecimiento, así como receptores o vías de transducción de señales reguladoras del 

ciclo celular, muerte celular, metástasis y angiogénesis. Según la naturaleza y el 

mecanismo de acción de los fármacos, se distinguen dos grandes grupos de terapia 

molecular dirigida: la quimioterapia basada en moléculas pequeñas, como los 

inhibidores de quinasas (KIs) y las terapias biológicas basadas en macromoléculas, 

como los anticuerpos monoclonales (mAbs) (Y. T. Lee et al., 2018). 
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A continuación, se exponen varias aproximaciones enfocadas a superar la 

farmacorresistencia tumoral: la quimioterapia combinada con terapia dirigida y 

algunas prometedoras estrategias de terapia biológica. 

2.4.1. Quimioterapia combinada 

2.4.1.1. Origen 

La terapia combinada comenzó en 1947 con el uso de estreptomicina y ácido 

paraaminosalicílico frente a la tuberculosis. El objetivo era vencer las resistencias 

desarrolladas a cada fármaco y minimizar los efectos secundarios derivados de las 

elevadas dosis administradas, hecho que corroboraron los ensayos clínicos publicados 

en 1952 (Daniels & Hill, 1952). Desde entonces, esta estrategia se siguió 

implementando para el tratamiento de diversas patologías y la primera quimioterapia 

combinada efectiva llegó en 1960 para el cáncer de testículo (M. C. Li et al., 1960). Unos 

años después, se demostró en pacientes con linfoma de Hodgkin que la quimioterapia 

combinada era más eficaz que la monoterapia o la quimioterapia secuencial (i.e. en la 

que los fármacos se administran a distintos tiempos) (Moxley et al., 1967), pudiendo 

remitir la enfermedad al completo (DeVita et al., 1972). Desde entonces, la 

quimioterapia combinada se ha incluido en la mayoría de los programas. Por otra 

parte, el avance en la terapia dirigida, junto con campañas de prevención y mayor 

precisión en el diagnóstico, se ha traducido en un notable descenso de la mortalidad 

por cáncer en lo que va de siglo (DeVita & Chu, 2008).  

2.4.1.2. Relevancia 

Si bien las tasas de mortalidad por edad han disminuido para todos los tipos de 

cáncer, los fármacos desarrollados más recientemente solo contribuyen a un pequeño 

porcentaje de esta mejoría (Mokhtari et al., 2017). De ahí la necesidad de recurrir a 

nuevos enfoques que no necesariamente requieran volcar aún más recursos 

económicos y humanos en la búsqueda de una cura. 

La terapia combinada busca potenciar el efecto citotóxico de la quimioterapia 

convencional incluyendo fármacos con mecanismos de acción más selectivos. 

Además, las células cancerosas suelen ser incapaces de adaptarse a la toxicidad 
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simultánea de varios compuestos, lo que minimiza el desarrollo de MPRs (G. R. 

Zimmermann et al., 2007). Todo ello conlleva un aumento de la eficacia del 

tratamiento y/o la reducción de las dosis de cada agente, lo que finalmente podría 

repercutir en la calidad de vida de los pacientes oncológicos al disminuir las reacciones 

adversas asociadas a cada fármaco (Mokhtari et al., 2017). 

Una de las estrategias en auge es el reposicionamiento de fármacos cuya diana 

terapéutica juega un rol importante en la tumorigénesis, pero que inicialmente habían 

sido aprobados para su uso frente a otros tipos de cáncer e incluso para enfermedades 

distintas (Ashburn & Thor, 2004; Chong & Sullivan, 2007). Esta aproximación reduce los 

costes generales y el tiempo de la investigación, rentabiliza la terapia y favorece la 

inversión de esfuerzos en otras enfermedades desatendidas. Una historia notable de 

reposicionamiento exitoso es el caso de la talidomida, retirada por su teratogenicidad 

y en la actualidad empleada para tratar la lepra y el mieloma múltiple (Amare et al., 

2021). 

Por todos estos motivos, no es de extrañar que muchos ensayos clínicos en 

marcha en cáncer hepático, especialmente HCC, se centren en buscar terapias 

combinadas que mejoren el pronóstico de la enfermedad. 

2.4.1.3. Terapia dirigida: Inhibidores de quinasas (KIs) 

La terapia dirigida es la base de la medicina de precisión: actúa directamente 

sobre las vías de señalización implicadas en la proliferación celular y la diseminación 

de las células tumorales. Dentro de las terapias dirigidas, se engloba el grupo de 

n un peso molecular inferior a 900 Da que 

bloquean un amplio espectro de dianas en el interior celular, incluyendo quinasas, 

proteínas reguladoras epigenéticas, enzimas reparadoras de daños en el ADN y 

proteasomas (Zhong et al., 2021). 

Concretamente, las proteínas quinasa son un tipo de enzimas que catalizan la 

transferencia de un grupo fosfato del ATP a los grupos hidroxilo de los residuos de otra 

proteína, es decir, los fosforila. De esta forma, las proteínas son modificadas con el fin 

de activar o desactivar sus funciones (Ardito et al., 2017). Dependiendo de la 

abundancia de ciertos aminoácidos en los residuos del sustrato, las proteínas quinasa 

se dividen en tirosina quinasas (TKs, que incluyen tirosina quinasas receptoras y no 
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receptoras), serina / treonina quinasas y enzimas similares a TKs. La desregulación de 

las proteínas quinasas está relacionada con diversas enfermedades, en particular el 

cáncer, por lo que son dianas terapéuticas tumorales muy estudiadas. Así, se han 

descrito gran variedad de fármacos KI, que suelen clasificarse según su afinidad a los 

distintos tipos de proteínas quinasas y el modo en que se unen a ellas (Zhong et al., 

2021). En la tabla I-2 se recogen algunos de los inhibidores de tirosina quinasas (TKIs) 

más empleados en el tratamiento antitumoral y sus dianas. 

Tabla I-2. Estructura química, dianas e indicaciones de los principales fármacos inhibidores de 

tirosina quinasas (TKIs) empleados en el tratamiento antitumoral. Adaptada de Zhong et al. 

(2021). 

Estructura química Fármaco 
Dianas 

terapéuticas 
Indicaciones 

 

Axitinib VEGFR-1/2/3 CCR 

 

Bosutinib BCR-ABL, SRC LMC 

 

Cabozantinib 

VEGFR-1/2/3, 
TYRO3, TIE2, HGFR, 
CD117, TRK2, RET, 

FLT3 

CCR, HCC 

 

Cediranib 
VEGFR-1/2/3, 

 

En ensayos 
clínicos para el 

cáncer de ovario 

 

Dasatinib 
BCR-ABL, SRC, 
CD117, LCK, 

PDGFR-  
LLA 

 

Erlotinib EGFR 
CPNM, cáncer de 

páncreas 

 

Gefitinib EGFR CPNM 
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Imatinib 
BCR-ABL, PDGFR-

DDR1/2 
LMC, LLA, TEGI 

 

Lapatinib EGFR, HER2 Cáncer de mama 

 

Lenvatinib 
PDGFR- , VEGFR-

1/2/3, FGFR-
1/2/3/4, CD117, RET 

CTD, CCR, HCC, 
carcinoma 

endometrial 

 

Nilotinib BCR-ABL, DDR1/2 LMC 

 

Pazopanib 
PDGFR- -

1/2/3, FGFR-1/3, 
CD117, ITK, LCK 

CCR, STB 

 

Ponatinib 
BCR-ABL, PDGFR-
VEGFR-2, FGFR-1, 
SRC, FLT3, CD117 

LMC, LLA 

 

Regorafenib 

VEGFR-1/2/3, 

FGFR1/2, RAF, 
CD117, RET, CSF1R, 

TIE2 

CRC, TEGI, HCC 

 

Sorafenib 
FLT3, VEGFR-2/3, 

CD117, RET, 
PDGFR , RAF, FLT3 

CCR, HCC, CTD 

 

Sunitinib 
PDGFR- / , VEGFR-

1/2/3, CSF1R, 
CD117, RET, FLT3 

CCR, TEGI, pNET 
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Tivozanib 
PDGFR- VEGFR-

1/2/3, CD117 
CCR 

Dianas (siglas en inglés): BCR-ABL, breakpoint cluster region protein-Abelson tyrosine kinase; 

CD117, antigen for cluster of differentiation 117; CSF1R, colony stimulating factor 1 receptor ; 

DDR, discoidin domain receptor; EGFR, epidermal growth factor receptor; FLT3, fms-like tyrosine 

kinase 3; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; HGFR, hepatocyte growth factor 

receptor;  ITK, interleukin-2-inducible T-cell kinase; LCK, lymphocyte-specific tyrosine protein 

kinase ; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor; RAF, rapidly accelerated fibrosarcoma 

serine/threonine protein kinase; RET, rearranged during transfection receptor tyrosine kinase; SRC, 

stored response chain tyrosine kinase family; TIE2, endothelium-specific receptor tyrosine kinase 2; 

TRK2, tropomyosin receptor kinase; TYRO3, tyrosine-protein kinase receptor 3; VEGFR, vascular 

endothelial growth factor receptor. Indicaciones: CCR, carcinoma de células renales; CPNM, 

carcinoma pulmonar no microcítico; CTD, cáncer de tiroides diferenciado; CRC, cáncer 

colorrectal; HCC, carcinoma hepatocelular; LLA, leucemia linfocítica aguda; LMC, leucemia 

mieloide crónica; pNET, tumores neuroendocrinos pancreáticos; STB, sarcoma de tejidos 

blandos; TEGI, tumores del estroma gastrointestinal. 

Los TKIs se unen típicamente a los sitios de unión de ATP de las TK para impedir 

su acción. En cambio, cuando estos fármacos interactúan con transportadores ABC, 

parece que lo hacen a través de su sitio de unión a sustratos. De esta forma, si se 

encuentran a baja concentración, pueden ser expulsados de la célula, mientras que a 

concentraciones altas actuarían como inhibidores competitivos de las bombas (Brózik 

et al., 2011). Esta dualidad en su mecanismo de acción se ve afectada por otros factores 

como la expresión basal de proteínas ABC y la afinidad del TKI a las mismas, pudiendo 

generar un efecto sensibilizante de gran interés en la superación de la 

farmacorresistencia adquirida. Sin embargo, la toxicidad de los TKIs provoca una 

respuesta celular adaptativa, induciendo la expresión de transportadores ABC y 

facilitando la aparición de resistencia a los pocos meses de iniciar el tratamiento 

(Beretta et al., 2017).  

Como se ha mencionado previamente, las terapias de elección en HCC se basan 

en TKIs: sorafenib o lenvatinib como primera línea, y regorafenib como segunda línea. 

Estos tres fármacos son inhibidores de múltiples quinasas y todos ellos actúan, entre 

otros, sobre receptores TK. La mejora en el pronóstico del HCC en pacientes tratados 

con sorafenib es limitada y sus efectos secundarios, muy molestos y peligrosos. Por 

ello, muchos ensayos clínicos en marcha se centran en la búsqueda de terapias 
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combinadas sinérgicas entre este y otros TKIs con agentes antitumorales (NIH, 

Clinicaltrials.gov), que permitan reducir las dosis y aumentar la eficacia. 

Por otra parte, el régimen quimioterapéutico frente al CCA se basa en la 

combinación de gemcitabina y cisplatino. Al igual que sucede con los fármacos 

aprobados para HCC, este tratamiento presenta una eficacia escasa, con una 

supervivencia general media inferior a un año (Valle et al., 2010, 2014). La utilidad de 

los TKIs y otros tipos de terapia dirigida en el tratamiento del CCA está siendo 

investigada en ensayos clínicos activos (NIH, Clinicaltrials.gov), lo cual arroja esperanza 

para el tratamiento futuro de estos pacientes. 

2.4.2. Terapia biológica 

2.4.2.1. Aspectos generales 

Las terapias convencionales como la cirugía, la radiación y la quimioterapia han 

sido de gran utilidad para combatir el cáncer. Sin embargo, sus efectos secundarios 

son importantes y pueden afectar a los tejidos adyacentes u otras zonas del 

organismo. Si bien superar estas limitaciones sigue siendo un gran desafío, los avances 

en el conocimiento de los mecanismos desencadenantes del cáncer están 

permitiendo el desarrollo de tratamientos mucho más selectivos, siendo la terapia 

biológica la apuesta principal. Según la definición del NIH estadounidense, se trata de 

 por organismos vivos 

(National Cancer Institute) y, en cáncer, incluye las 

siguientes aproximaciones (Schirrmacher, 2019): 

▪ La inmunoterapia, como las citocinas recombinantes, la transferencia de células 

T modificadas al paciente, las vacunas de tratamiento contra el cáncer y los 

anticuerpos monoclonales que activan la respuesta inmunitaria frente a las 

células tumorales. 

▪ Algunas terapias dirigidas, como los anticuerpos monoclonales que bloquean 

determinadas proteínas solubles o receptores en la membrana de las células 

cancerosas para impedir su proliferación. 

https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Advanced+Hepatocellular+Carcinoma&term=&type=Intr&rslt=&recrs=b&recrs=a&recrs=f&recrs=d&age_v=&gndr=&intr=&titles=&outc=&spons=&lead=&id=&cntry=&state=&city=&dist=&locn=&rsub=&strd_s=&strd_e=&prcd_s=&prcd_e=&sfpd_s=&sfpd_e=&rfpd_s=&rfpd_e=&lupd_s=&lupd_e=&sort=
https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Cholangiocarcinoma&term=&cntry=&state=&city=&dist=
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2.4.2.2. Proteínas recombinantes 

I. Producción 

El uso de proteínas en terapéutica se remonta a finales del siglo XIX, con la 

extracción del suero de conejos y caballos inmunizados para tratar el tétanos y la 

difteria, y continúa en la década de 1920 con la purificación de insulina de páncreas 

porcino y bovino para tratar la diabetes (Redwan, 2009). En la actualidad, las proteínas 

derivadas de animales han sido en su mayoría sustituidas por la producción en 

biorreactores de proteínas humanas recombinantes, superando así parte de los 

problemas de inmunogenicidad y otros efectos indeseados.  

Las proteínas recombinantes, conocidas también como proteínas heterólogas, 

son aquellas obtenidas tras la expresión de ADN recombinante (generado 

artificialmente mediante técnicas de clonación) -no nativo- en las células o especies 

huésped. Este tipo de proteínas se pueden producir en células procariotas (Escherichia 

coli) y en células eucariotas de levaduras (Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae), 

plantas (arroz y tomate) y mamíferos (células de ovario de hámster chino CHO y células 

renales humanas HEK293), así como en animales transgénicos (insectos). 

Dependiendo de las características y el objetivo de la proteína que se quiera producir, 

seleccionaremos un sistema de expresión u otro. Las particularidades de cada sistema 

se resumen en la tabla I-3. 

La mayoría de las proteínas terapéuticas aprobadas y en ensayos clínicos se 

generan a partir de ADN recombinante introducido por transformación o 

transfección/transducción en el sistema de expresión. El proceso de purificación y la 

formulación dependerán en gran medida de las propiedades fisicoquímicas y 

estructurales de la proteína, que deben ser cuidadosamente estudiadas para 

conservar su actividad farmacológica.  
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Tabla I-3. Comparación entre los sistemas de expresión más empleados para la producción 

de proteínas recombinantes. Adaptada de Crommelin et al. (2019). 

 Procariotas Levaduras 
Insectos 

transgénicos 
Células de 
mamífero 

Velocidad de 
crecimiento 

++++ +++ ++ + 

Rendimiento +++ ++++ ++ + 

Complejidad de la 
manipulación y 

escalado 
+ ++ +++ ++++ 

Modificaciones 
postraduccionales 

+ ++ +++ ++++ 

Plegamiento 
Limitado 

(cuerpos de 
inclusión) 

Correcto Correcto Correcto 

Coste + ++ +++ ++++ 

Riesgo de 
contaminación 

++ + +++ ++++ 

Proteínas 
producidas 

Bajo PM, 
sencillas 

Cualquier PM, 
complejidad 
intermedia 

Cualquier PM, 
complejas 

Cualquier PM, 
complejas 

El número de cruces indica si el parámetro correspondiente es reducido (+) o elevado (++++). 

PM, peso molecular.  

II. Interés en clínica 

Según su mecanismo de acción, las proteínas recombinantes pueden cumplir 

una función complementaria o sustitutiva de una proteína endógena, proporcionar 

una nueva actividad, interferir sobre determinadas moléculas o actuar como vehículos 

de otros fármacos (Dimitrov, 2012). Algunos ejemplos clásicos de proteínas 

recombinantes empleadas en clínica son la insulina (Goeddel, Kleid, et al., 1979), la 

hormona del crecimiento (Goeddel et al., 1979), la eritropoyetina (F. K. Lin et al., 1985) 

y la hormona foliculoestimulante (Olijve et al., 1996). En el caso concreto del 

tratamiento del cáncer, cada vez son más los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, 

basados en la tecnología del ADN recombinante con utilidad terapéutica. Los más 

novedosos se conocen como inhibidores de punto de control inmunitario, diseñados 

frente a las proteínas PD-1 y PD-L1 (de programmed death y programmed death ligand) 

(Basu et al., 2019). Otro ejemplo de proteínas recombinantes empleadas como 

tratamiento adyuvante del cáncer son algunas citocinas (sobre todo ciertas 

interleucinas e interferones) con capacidad para activar el sistema inmunitario (Conlon 

et al., 2019). 
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III. Desafíos 

Si bien las proteínas recombinantes prometen una mayor eficacia en el 

tratamiento de diversas enfermedades, su uso clínico aún se enfrenta a múltiples 

dificultades. La producción de estas proteínas terapéuticas es un proceso complejo y 

costoso. Para minimizar los problemas de producción, es esencial estudiar las 

características de la proteína y elegir un vector y un sistema de expresión apropiados 

(Rosano & Ceccarelli, 2014). Sin embargo, una selección correcta del plásmido de 

expresión y el huésped no es sinónimo de éxito en los pasos posteriores. La 

purificación suele ser un proceso laborioso en el cual pueden perderse grandes 

cantidades de proteína. Además, la copurificación de la proteína de interés con 

proteínas del huésped es común y no debe ser ignorada, ya que pueden ser causantes 

de inmunogenicidad. 

Otro punto crucial es la correcta formulación y conservación de este tipo de 

productos biofarmacéuticos. Ligeros cambios en parámetros como el pH, la 

osmolaridad o la temperatura pueden comprometer gravemente la estabilidad de la 

proteína, favoreciendo su agregación, lo que finalmente supone la pérdida de 

actividad biológica y la aparición de inmunogenicidad (Pham & Meng, 2020). 

Mención aparte merece la biodisponibilidad de estos fármacos. A pesar de los 

considerables esfuerzos realizados durante casi 100 años, solo una vía de 

administración ha demostrado suficiente eficacia hasta ahora. La vía parenteral es la 

única que logra una distribución sistémica en el paciente (Crommelin et al., 2019), 

permitiendo que las proteínas recombinantes ejerzan su acción sobre los receptores 

de membrana o los ligandos solubles sobre los que se unen. 

IV. Péptidos de penetración celular (PPCs) 

Los PPCs son pequeñas secuencias, de 30 aminoácidos como máximo, capaces 

de atravesar la membrana celular sin dañar su integridad gracias a su naturaleza 

catiónica, anfipática o hidrofóbica, compatible con las propiedades fisicoquímicas de 

la membrana (Pooga & Langel, 2015). En la actualidad, se han descubierto cientos de 

PPCs (CPPsite 2.0), la mayoría con estructura lineal y de origen sintético (p.e. R8), 

aunque muchos de ellos también derivan de proteínas (p.e. Tat) o son quiméricos (p.e. 

http://crdd.osdd.net/raghava/cppsite/
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Transportán) (Agrawal et al., 2016). Su aplicación en Medicina es especialmente 

como agentes quimioterapéuticos, proteínas, ácidos nucleicos y sondas para 

diagnóstico por imagen (Borrelli et al., 2018), que de otra forma no podrían atravesar 

la membrana celular. 

El paso preliminar a la translocación celular de los PPCs, generalmente 

catiónicos, es la interacción electrostática del péptido con los proteoglicanos y los 

fosfolípidos de la membrana, cargados negativamente. La forma exacta por la que los 

PPCs entran en la célula se desconoce, pero se han descrito dos mecanismos 

principales (Ruseska & Zimmer, 2020): 

▪ La endocitosis, dependiente de energía. Puede darse por macropinocitosis, o 

bien mediante clatrinas o caveolinas localizadas en las invaginaciones de la 

membrana plasmática. 

▪ La translocación directa, no dependiente de energía. Se da a baja temperatura 

sin la mediación de otras proteínas por formación de micelas invertidas, poros 

 

Se ha demostrado que el mecanismo y la eficacia de translocación de muchos 

PPCs puede variar según las propiedades fisicoquímicas del PPC (carga, 

hidrofobicidad, tamaño y forma), la molécula que transporta (tamaño y carga eléctrica) 

y las condiciones experimentales (concentración del PPC, temperatura, medio de 

cultivo y línea celular) (Zou et al., 2017). 

El péptido Tat (de aquí en adelante, Tat) fue el primer PPC descubierto y es el más 

estudiado (Frankel & Pabo, 1988; Green & Loewenstein, 1988). Procede del dominio en 

-hélice del transactivador de transcripción (TAT) del virus de la inmunodeficiencia 

humana tipo 1 (VIH1) y está conformado por 11 aminoácidos (YGRKKRRQRRR) que 

abarcan los residuos 47-57 del dominio básico rico en argininas 48-60 (Ezhevsky et al., 

1997; Vivès et al., 1997). Tat posee una estructura sencilla de naturaleza marcadamente 

básica, presenta una baja toxicidad y es apropiado para transportar cargas de muy 

diverso tamaño, que introduce en la célula principalmente por endocitosis (Zou et al., 

2017). En los últimos años, este popular PPC se ha utilizado en experimentación para 

transportar cargas muy diversas, como péptidos modificados con propiedades 
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antibacterianas (Patel et al., 2021) o cardioprotectoras (Boisguérin et al., 2020), 

proteínas terapéuticas para combatir patologías como la mucositis oral (Boss et al., 

2021; J. Luo et al., 2019), e incluso agentes de imagen para el seguimiento ex vivo de la 

efectividad de un tratamiento antitumoral (Hingorani et al., 2020). Tat también se ha 

empleado en fórmulas más complejas, conjugado con polímeros, liposomas o 

nanopartículas para formar sistemas de liberación de fármacos. Ejemplos recientes de 

agentes vehiculizados en estos sistemas han sido el antiinflamatorio tetrametilpirazina 

frente a lesiones de la médula espinal (J. Li et al., 2021), nanocristales de docetaxel 

frente a células de cáncer de cuello uterino (Lv et al., 2021), doxorrubicina combinada 

con nanopartículas magnéticas frente a células de hepatoblastoma (Jabalera et al., 

2021) o ARN pequeño de interferencia frente a la proteína inflamatoria HMGB1 (high 

mobility group box 1) combinado con dihidroartemisinina para la nefritis (Diao et al., 

2021). 

2.4.2.3. Terapia celular  

I. Origen y manipulación 

La terapia celular consiste en la transferencia de células vivas, autólogas (donde 

el mismo individuo es donante y receptor) o alogénicas (procedentes de un individuo 

donante diferente al receptor), a un paciente para paliar o curar una enfermedad (El-

Kadiry et al., 2021). 

El uso de células madre en terapia celular es muy común, pero también pueden 

emplearse células somáticas diferenciadas. Este segundo tipo de terapia celular 

requiere el aislamiento de células somáticas del cuerpo humano, su propagación, 

expansión, selección y final administración al paciente por infusión, inyección en 

distintas localizaciones o implantación quirúrgica (U.S. Department of Health and 

Human Services, 2001). Las células empleadas son de muy diverso tipo, desde 

hepatocitos hasta células del sistema inmunitario, y pueden modificarse 

genéticamente ex vivo (Nordon & Schindhelm, 1996). 
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II. Interés en clínica 

La terapia celular abarca múltiples áreas terapéuticas, como la medicina 

regenerativa, la inmunoterapia y la terapia contra el cáncer. Su utilidad radica en la 

capacidad de las células diferenciadas para actuar como una fuente in vivo de enzimas, 

citocinas y factores de crecimiento (El-Kadiry et al., 2021). 

En cáncer, los tipos de terapia celular más extendidos se basan en 

inmunoterapia, como las vacunas con células presentadoras de antígenos y las 

terapias celulares adoptivas. Dentro del segundo grupo, se incluyen: 

▪ La terapia con células T con receptor de antígeno quimérico (CAR, de chimeric 

antigen receptor), que son linfocitos T del paciente (autólogos) modificados 

genéticamente para expresar un CAR. Este receptor es una proteína de fusión 

resultado de la combinación de la región variable de un anticuerpo monoclonal 

con uno o más dominios de señalización intracelular del receptor de células T. 

De este modo, el fragmento del anticuerpo permite el reconocimiento de un 

antígeno tumoral específico y activa la célula T para combatir las células 

cancerosas (Miliotou & Papadopoulou, 2018). 

▪ La terapia con células T con receptores de células T (RCT) modificados, cuyo 

fundamento y obtención es muy similar a la de las células T-CAR. La principal 

diferencia entre ambas radica en el reconocimiento de sus antígenos: los RCTs 

se unen a péptidos procedentes de proteínas tumorales (intracelulares o de 

membrana) presentados en la membrana celular a través del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH), mientras que los CAR solo reconocen proteínas de 

superficie naturalmente expresados en las células tumorales. Esto le da a la 

terapia con células T-RCT una mayor versatilidad, especialmente frente a 

tumores sólidos, ya que emplean el mecanismo de reconocimiento de antígenos 

natural y pueden penetrar más fácilmente en el tumor (Pinte et al., 2021). 

▪ La terapia con linfocitos infiltrantes de tumor (LIT), que consiste en la infusión de 

linfocitos T autólogos procedentes de un tumor sólido en el paciente, previa 

amplificación y selección de los mismos ex vivo. Al contrario de las células T-CAR 

o RCT, estos linfocitos no han sido modificados genéticamente, por lo que se 

reduce el riesgo de reacciones adversas, aunque su obtención es más compleja 
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(B. Lin et al., 2020). 

Entre las ventajas de estos tratamientos respecto a los fármacos citostáticos 

convencionales se encuentran una mayor especificidad, baja toxicidad, buena 

tolerancia y capacidad para generar memoria inmunitaria (Schirrmacher, 2019). 

A pesar de que la mayoría de las terapias celulares adoptivas aprobadas utilizan 

células T-CAR para tratar cánceres hematológicos, su utilidad frente al cáncer hepático 

está siendo investigada. Muchos ensayos clínicos en HCC se basan en terapias con 

células T-CAR frente al glipicano-3 (GPC3), que activa la vía Wnt- -catenina y la 

señalización a través de FGFs (S. L. Huang et al., 2021). También se está estudiando la 

utilidad de las células T-CAR en CCA avanzado, donde se ha 

inmunoterapia en la que se administraron secuencialmente dos tipos de linfocitos 

modificados, unos dirigidos frente a EGFR y otros frente a CD133. Sin embargo, la 

eficacia fue escasa y los efectos adversos, severos (Feng et al., 2017). En la actualidad, 

hay varios ensayos clínicos en marcha para explorar el uso de células T-CAR dirigidas 

frente a GPC3 y a la glucoproteína mucina 1 (MUC-1) en CCA (clinicaltrials.gov) (Ilyas et 

al., 2021). 

Respecto a la terapia con células T-RCT, se han desarrollado recientemente 

células T con un RCT frente al VHB (Hafezi et al., 2021), y ya han sido probadas con 

resultados esperanzadores en un ensayo en fase I para pacientes con HCC avanzado 

asociado a infección por VHB (clinicaltrials.gov) (Meng et al., 2021). 

Por otra parte, se ha probado con éxito la terapia LIT frente a CCA, extrayendo de 

un paciente linfocitos T CD4+ capaces de reconocer una forma mutada de la proteína 

de interacción con ERBB2 (ERBB2IP) expresada en el tumor (Tran et al., 2014). 

Sin embargo, aunque muy prometedoras, hasta la fecha aún no se ha aprobado 

ninguna terapia celular para su uso frente al cáncer de hígado (Beumer-Chuwonpad 

et al., 2021; Y. Chen et al., 2018). 

https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Cholangiocarcinoma&term=CAR-T&type=&rslt=&recrs=b&recrs=a&recrs=f&recrs=d&age_v=&gndr=&intr=&titles=&outc=&spons=&lead=&id=&cntry=&state=&city=&dist=&locn=&rsub=&strd_s=&strd_e=&prcd_s=&prcd_e=&sfpd_s=&sfpd_e=&rfpd_s=&rfpd_e=&lupd_s=&lupd_e=&sort=
https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Hcc&term=tcr-t&type=&rslt=&recrs=b&recrs=a&recrs=f&recrs=d&age_v=&gndr=&intr=&titles=&outc=&spons=&lead=&id=&cntry=&state=&city=&dist=&locn=&rsub=&strd_s=&strd_e=&prcd_s=&prcd_e=&sfpd_s=&sfpd_e=&rfpd_s=&rfpd_e=&lupd_s=&lupd_e=&sort=
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3.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

3.1.1. Muestras humanas 

Las muestras de tejido hepático de pacientes con HCC (n=34) y CCA (n=50), 

tomadas tras la resección de la pieza quirúrgica, se obtuvieron a través de los bancos 

de tumores del Hospital Universitario de Salamanca y del Hospital Clínic de Barcelona. 

Todos los pacientes habían firmado el consentimiento informado para el uso de las 

muestras de tejido en investigación biomédica. Los datos personales fueron tratados 

con confidencialidad y seguridad, de acuerdo con la normativa que se recoge en el 

Real Decreto 1720/2007, del 21 de diciembre, y los protocolos fueron aprobados por 

el Comité Ético de Investigación Clínica del área de Salud de cada uno de los hospitales 

de procedencia. En las tablas MM-1 y MM-2 se recoge la información más relevante 

acerca de los pacientes incluidos en el estudio. 

Tabla MM-1. Características clínicas y demográficas de los pacientes con HCC. 

BCLC, Barcelona Clinic Liver Cancer; HCC, carcinoma hepatocelular; ND, no disponible. 

Variable HCC (n=34) 

Edad (media ± DE) 67,1 ± 13,0 

Edad (rango) 19-84 

Varones, n (%) 
Mujeres, n (%) 

29 (85) 
5 (15) 

Enfermedad subyacente n (%) 

Cirrosis 8 (24) 

Hepatitis B 3 (9) 

Hepatitis C 10 (29) 

Hepatitis crónica 2 (6) 

Alcohol 8 (24) 

Esteatosis 11 (32) 

No identificada 2 (6) 

Estadio tumoral BCLC n (%) 

0 4 (12) 

A 28 (82) 

B 2 (6) 

Grado de diferenciación n (%) 

G1 8 (24) 

G2 19 (56) 

G2-G3 2 (6) 

G3 2 (6) 

ND 3 (9) 
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Tabla MM-2. Características clínicas y demográficas de los pacientes con CCA. 

dCCA, colangiocarcinoma distal; eCCA, colangiocarcinoma extrahepático; pCCA, 

colangiocarcinoma perhiliar; iCCA, colangiocarcinoma intrahepático; ND, no disponible. 

10 pacientes con HCC y 7 pacientes con CCA presentaban más de una enfermedad 

subyacente. Ninguno de los pacientes había recibido tratamiento farmacológico previa 

extracción del tumor. 

Variable CCA (n=50) 

Edad (media ± DE) 69,4 ± 7,7 

Edad (rango) 53-84 

Varones, n (%) 
Mujeres, n (%) 

34 (68) 
16 (32) 

Tipo de CCA n (%) 

iCCA 35 (70) 

pCCA (eCCA) 3 (6) 

dCCA (eCCA) 12 (24) 

Enfermedad subyacente n (%) 

Cirrosis 7 (14) 

Hepatitis C 1 (2) 

Hepatitis crónica 6 (12) 

Colangitis 1 (2) 

Colecistitis 2 (4) 

Cálculos biliares 4 (8) 

Esteatosis 10 (20) 

Diabetes 7 (14) 

No identificada 19 (38) 

Estadio tumoral n (%) 

I 16 (32) 

II 25 (50) 

III 4 (8) 

IV 4 (8) 

ND 1 (2) 

Grado de diferenciación n (%) 

G1 14 (28) 

G2 25 (50) 

G3 4 (8) 

G4 1 (2) 

ND 6 (12) 
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3.1.2. Líneas celulares 

En este trabajo se utilizaron las siguientes líneas celulares: 

▪ Proporcionadas por la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures 

(DSMZ, Braunschweig, Alemania): TFK-1 (ACC 344) y EGI-1 (ACC 385), de eCCA 

humano. 

▪ Proporcionadas por la American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards, 

Barcelona): Alexander o PLC/PRF/5 (CRL 8024) de carcinoma hepatocelular y 

HEK293T (CRL-11268), derivadas de las células HEK293 embrionarias de riñón, 

para la producción de vectores lentivirales. 

3.1.3. Bacterias 

E. coli, químicamente competentes, 

proporcionadas por el Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la 

Universidad de Salamanca para la producción de plásmidos. 

Las bacterias E. coli 

Scientific), de elevada eficacia de transformación, se utilizaron para generar los 

propagación y amplificación de los vectores donadores (pDONR) y plásmidos de 

destino (pDEST) no recombinados se utilizaron las bacterias E. coli ccdB 

Su  

Las bacterias E. coli 

Scientific) se utilizaron para la producción de proteínas recombinantes y también se 

probaron las cepas E. coli ck) y E. coli  

3.2. CULTIVOS CELULARES 

Los medios de cultivo utilizados para cada tipo celular fueron los siguientes: 

▪ Alexander: MEM suplementado con 2,2 g/L de bicarbonato sódico y 110 mg/L de 

piruvato sódico 
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▪ EGI-1: DMEM suplementado con 2,2 g/L de bicarbonato sódico, 2,38 g/L de 

HEPES, y un 1% del cóctel comercial de aminoácidos no esenciales 

▪  

▪ TFK-1: RPMI-  

Todos los medios fueron suplementados con un 10% de FBS inactivado (56°C 

durante 30 min) y 1% de una mezcla de antibióticos que contiene penicilina (20 U/mL) 

y estreptomicina (0,02 mg/mL). El medio de las Alexander fue suplementado con la 

misma mezcla de antibióticos a la que se añadió un antimicótico (anfotericina B 0,05 

L). 

Se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos (Duerolab), 24 y 6 pocillos, placas 

circulares de 10 cm de diámetro, así como frascos de cultivo de 25 y 75 cm2 de Corning 

(Thermo Fisher Scientific). La esterilización de las soluciones se hizo mediante filtros 

-Millipore). 

Los cultivos celulares se mantuvieron en incubadores a 37°C, en atmósfera del 

5% de CO2 en aire y humedad relativa del 80%. Las células HEK293T y TFK-1 fueron 

cultivadas en superficies recubiertas con 0,5 mg/mL colágeno tipo I. 

Para realizar los pases del cultivo o sembrar células para los experimentos 

pertinentes, se realizaba una tripsinización (0,25% de tripsina y 20 mM de EDTA en 

PBS) de las células y se recogían en medio de cultivo. 

3.2.1. Cultivos de células para estudios de expresión génica, 

localización subcelular y funcionalidad de proteínas  

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos en un volumen final de 3 

mL/pocillo a una densidad celular adecuada en función de la línea celular. En el caso 

de los estudios de translocación de proteínas recombinantes con un PPC, las células 

se incubaban con la proteína correspondiente durante el tiempo fijado antes de su 

recogida. Tras el tiempo establecido para cada experimento, las células se recogían y 

se procesaban para la obtención de ARN total (apartado 3.8.2.) o proteínas totales 

(apartado 3.9.2.); para realizar estudios de transporte por citometría de flujo (apartado 

3.7); o bien se fijaban para visualizar las proteínas de interés por inmunofluorescencia 
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(apartado 3.10). En el caso de los estudios de proteómica (apartado 3.13.2.2.), se 

recogía el pellet de células tratadas o no durante 72 h con la IC50 de distintos fármacos 

y se conservaba a -80°C hasta su procesamiento. 

3.2.2. Estudios de viabilidad celular 

Para valorar el efecto de los fármacos antitumorales en las distintas líneas 

celulares empleadas en esta Tesis Doctoral, las células se sembraron en placas de 96 

pocillos a la densidad adecuada en función de la línea celular. A las 24 h se añadían los 

agentes citostáticos, a los que se exponían las células durante 72 h, para después 

realizar el test de formazán (apartado 3.13.5.). 

3.2.3. Generación de líneas celulares knockout mediante el uso del 

sistema CRISPR/Cas9 

3.2.3.1. Transfección transitoria con lípidos catiónicos 

El silenciamiento de los genes de interés se llevó a cabo mediante la tecnología 

CRISPR/Cas9 por transfección transitoria de la línea celular Alexander con los 

plásmidos que contenían la secuencia codificante del ARN guía (apartado 3.4.1.1.) y la 

 

3.2.3.2. Selección clonal 

Tras el silenciamiento por CRISPR/Cas9 y la validación de los ARN guía, los clones 

de células con la expresión de los genes de estudio anulada se seleccionaron por el 

método de dilución límite. 

3.3. CULTIVO DE BACTERIAS 

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes: 

▪ Medio Luria-Bertani (LB): 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levaduras y 10 g/L 

NaCl; pH 7,0. Las placas de medio LB-agar tenían 15 g/L de agar. 
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▪ Medio SOC: 20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levaduras, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 

10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 y 20 mM glucosa; pH 7,0 

3.3.1. Transformación de bacterias por choque térmico 

Se -

suspensión bacteriana, que se incubó durante 30 min en hielo. Para facilitar la entrada 

del plásmido, las bacterias se sometieron a un choque térmico. 

3.3.2. Producción y purificación de plásmidos 

3.3.2.1. Selección de colonias y crecimiento en medio líquido 

Se seleccionaron colonias de bacterias aisladas que habían crecido en la placa en 

ausencia de colonias satélite alrededor. Se rasparon con una punta de pipeta estéril y 

se inocularon en 6 mL de medio LB suplementado con el antibiótico de selección 

apropiado. Finalmente, se incubaron 16 h en agitación a 37°C. 

3.3.2.2. Purificación del ADN plasmídico de cultivos de bacterias 

ADN plasmídico de cultivos de E. coli. El ADN plasmídico purificado se cuantificó 

apartado 3.13.1). Se 

realizó un estudio de restricción (apartado 3.14.6.) con el fin de comprobar la identidad 

del clon seleccionado. 

3.3.3. Producción y purificación de proteínas recombinantes 

3.3.3.1. Crecimiento de bacterias en medio líquido 

Las colonias de bacterias E. coli  a la producción de 

proteínas, se inocularon por arrastre en 100 mL de medio LB suplementado con 

ampicilina. Se incubaron en agitación a 37°C durante el tiempo necesario hasta 

alcanzar una turbidez determinada en la fase de crecimiento exponencial que 

asegurase el buen estado de las células (Madigan et al., 2012). 
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3.3.3.2. Inducción de la expresión de proteínas recombinantes 

Una vez el cultivo bacteriano alcanzaba la densidad óptica determinada, se 

procedía a la inducción de la expresión de la proteína de interés añadiendo al medio 

isopropil- -D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a la concentración establecida y se dejaba 

el cultivo durante 4 h en agitación a 37°C. 

3.3.3.3. Recogida y lisis de bacterias 

Tampón de lavado: tampón fosfato (20 mM NaH2PO4 y 500 mM NaCl; pH 7,4) del 

 

Tampón de lisis (recomendado por el fabricante): tampón fosfato (20 mM 

NaH2PO4 

mg/mL lisozima de Sigma-Aldrich, 9,2 U/mL ADNasa 

Scientific, 1mM MgCl2 

Transcurrido el tiempo de inducción con IPTG, se dividió el contenido del matraz 

en dos tubos de 50 mL sobre hielo. Las bacterias en el medio de cultivo se 

centrifugaron a una velocidad de 5000 xg durante 15 min a 4°C. 

A continuación, se retiró el sobrenadante (medio de cultivo) y el pellet se 

resuspendió cuidadosamente en 6 mL de tampón de lavado, conservado a 4°C. Se 

centrifugó nuevamente el material a una velocidad de 5000 xg durante 15 min a 4°C. 

Después, se retiró el sobrenadante y se procedió a la lisis de las bacterias.  

▪ Lisis enzimática 

Las bacterias se resuspendieron por completo en el tampón de lisis (2 mL de 

tampón de lisis por cada pellet proveniente de 50 mL de cultivo procesado) y se 

incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. 

▪ Lisis mecánica 

Tras la lisis enzimática, se agitaron las muestras en un vórtex y se dividieron en 

alícuotas de 1 mL en tubos de 2 mL. La lisis mecánica se realizó por sonicación en un 

baño de ultrasonidos a 4°C, empleando 10 pulsos de 15 s a una potencia de 400 W. 

Una vez finalizada la sonicación, las muestras se sometieron a un ciclo de 

congelación-descongelación para completar su lisis. 
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3.3.3.4. Purificación de las proteínas recombinantes de la fracción soluble 

Tampón de unión o binding buffer: tampón fosfato (20 mM NaH2PO4 y 500 mM 

NaCl; pH 7,4) y 10   

Tampón de elución o elution buffer: tampón fosfato (20 mM NaH2PO4 y 500 mM 

 

Previo a la purificación de la proteína recombinante soluble, se clarificaron los 

lisados por centrifugación a máxima velocidad durante 10 min a 4°C. Al sobrenadante 

o fracción soluble se le añadió imidazol a la misma concentración que la fijada para el 

tampón de unión. 

A continuación, se siguió el protocolo indicado por el fabricante para la 

(figura MM-1A). La purificación se llevó a cabo al pasar la fracción soluble del lisado 

total de proteínas a través de la columna tras sucesivos pasos de lavado y elución. Los 

Soporte de 
agarosa

Resina Ni-NTA Cola de histidinas Proteína

A Tampón de 
elución

(TE)

Fracción con 
proteínas solubles 

(FS)

Eluido (EL) Lavado (W)

Proteína 
purificada
(P)

Tampón de unión
(TU)

FS

C

B
Histidina Imidazol

Figura MM-1. Fundamento de la purificación de proteínas por cromatografía de afinidad de 

iones metálicos inmovilizados (IMAC). Esquema de los pasos a seguir en el protocolo de 

purificación por columnas de afinidad de níquel - ácido nitrilotriacético (Ni-NTA) (A). Similitud 

estructural entre la histidina y el imidazol (B). Representación de la unión entre la resina Ni-

NTA de la columna de afinidad y la cola de seis histidinas de la proteína de interés (C). 
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tampones requeridos contienen una concentración de imidazol determinada, pues, 

debido a la similitud estructural de esta molécula con la histidina, compite con las 

proteínas por su unión a la columna (figura MM-1B, C).  

3.3.3.5. Diálisis 

Con objeto de evitar interferencias en posteriores experimentos in vitro, las 

muestras de proteína purificada se sometieron a diálisis para retirar los solutos 

potencialmente tóxicos para las células. Se empleó una membrana de celulosa 

regenerada de Spectrum®Labs.com con un corte de peso molecular (MWCO) en 12-14 

kDa, adecuado para asegurar la retención completa de nuestra proteína. 

3.4. TÉCNICAS DE CLONACIÓN Y MUTAGÉNESIS DIRIGIDA 

3.4.1. Clonación clásica 

3.4.1.1. Clonación de las secuencias codificantes del ARN guía para el 

silenciamiento de bombas ABC por CRISPR/Cas9 

El diseño de los oligonucleótidos para clonar cada una de las secuencias 

codificantes de los ARN guía dirigidos a un gen específico se efectuó tomando como 

molde la ORF de la isoforma más larga publicada en PubMed. Se seleccionó un exón 

común a todas las variantes de las ORFs para cada gen de interés. La secuencia 

nucleotídica de este exón se analizó con la herramienta online de diseño de guías de 

IDT Protospacer Adjacent Motif) y muestra 

múltiples guías. Se seleccionó la guía con mayor eficacia y especificidad, basándonos 

en los índices proporcionados por el programa on-target score y off-target risk, 

respectivamente. 

Los oligonucleótidos generados a través de IDT

codificante del ARN guía más un extremo compatible para su ligación con el pGEM-

sgc-PacI linealizado por una enzima específica para permitir su ligación (tabla MM-3). 

-sgc-PacI, clonado 

previamente en nuestro laboratorio a partir del pGEM®-T Easy (Promega), con tampón 

nzima BbsI (NE BioLabs) en agua ultrapura. El plásmido 

https://eu.idtdna.com/pages/products/crispr-genome-editing/alt-r-crispr-cas9-system
https://eu.idtdna.com/pages/products/crispr-genome-editing/alt-r-crispr-cas9-system
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se linealizó tras incubarlo 15 min a 37°C, seguidos de 20 min a 65°C para la inactivación 

de la enzima en un termociclador. El resultado se comprobó en gel de agarosa 

(apartado 3.14.3

apartado 3.14.5.). 

Tabla MM-3. Oligonucleótidos codificantes de ARN guía dirigidos a bombas ABC diseñados 

para su clonación en el plásmido pGEM-sgc-PacI. 

F, forward; R, reverse. 

A continuación, el plásmido pGEM-sgc-PacI linealizado y los oligonucleótidos 

hibridados se ligaron con la ADN ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific) mediante 

incubación 1 h a temperatura ambiente seguida de 18 h a 4°C. 

Una vez obtenidos los vectores, se transformaron bacterias E. coli 

choque térmico y se sembraron en placas de medio LB con agar, suplementado con 

apartado 3.3.1.). Se crecieron algunas de las colonias en 

medio LB líquido suplementado con el antibiótico, de las que se extrajo el ADN 

plasmídico (apartado 3.3.2.). La identidad de los clones seleccionados se confirmó 

mediante estudio de restricción (apartado 3.14.6.) y secuenciación (apartado 3.14.7.) 

utilizando el primer forward universal M13F (tabla MM-4) del Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca. 

3.4.1.2. Clonación de las secuencias codificantes para tdTomato y SOX17 

secretables con Tat en el vector lentiviral pWPI  

Los vectores de expresión pWPI-AFPsp-Tat-tdTomato, pWPI-AFPsp-tdTomato-

Tat y pWPI-AFPsp-SOX17-TatR se generaron mediante una estrategia de clonación en 

múltiples pasos detallada en el apartado 4.2.3.D. Las secuencias de los primers 

empleados y el protocolo simplificado se exponen a continuación. 

Gen Proteína   Tipo 

ABCC1 MRP1 
CACCGGATCAAGACCGCTGTCATT F 

AAACAATGACAGCGGTCTTGATCC R 

ABCC2 MRP2 
CACCGAAAAGTACGGACAGCTATCA F 

AAACTGATAGCTGTCCGTACTTTTC R 

ABCC4 MRP4 
CACCGAAGGTACGATTCCTTAGTGT F 

AAACACACTAAGGAATCGTACCTTC R 

ABCC5 MRP5 
CACCGTAGACACCATATACTGACC F 

AAACGGTCAGTATATGGTGTCTAC R 
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I. Clonación de las ORFs tdTomato y SOX17 con Tat en pGEM®-T 

Las ORFs de tdTomato y hSOX17 se amplificaron por PCR a partir de 5 ng de los 

plásmidos tdTomato-N1 y pWPI-SOX17 respectivamente, este último obtenido 

previamente en nuestro laboratorio (Lozano et al., 2020). Los primers empleados se 

muestran en la tabla MM-4. 

Pfx 

Fisher Scientific) de alta fidelidad. Los productos obtenidos tras la PCR se visualizaron 

por electroforesis en gel de agarosa (apartado 3.14.3.) y las bandas de los tamaños 

apartado 3.14.5.). El amplicón 

purificado se adeniló con una Taq polimerasa (Biotools) en los extremos 3´ y se ligó 

con el pGEM®-T (Promega) con la ADN ligasa T4 (Promega). 

Una vez obtenidos los vectores, se transformaron bacterias E. coli 

choque térmico y se sembraron en placas de medio LB con agar suplementado con 

apartado 3.3.1.). Se crecieron algunas de las colonias en medio 

LB líquido suplementado con el antibiótico, de las que se extrajo el ADN plasmídico 

(apartado 3.3.2.). Todos los plásmidos obtenidos se comprobaron por estudio de 

restricción (apartado 3.14.6.) y secuenciación (apartado 3.14.7.) (tabla MM-4). 

Tabla MM-4. Primers empleados para clonar y secuenciar las ORFs de tdTomato y SOX17 

unidas a la secuencia de Tat en un vector pGEM®-T. 

ORF, open reading frame; F, forward; M13, primer universal; R, reverse. 

Aplicación   Tipo 

Amplificación ORF tdTomato + 
Tat en cabeza 

CGTCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGA
CGAAGAATGGTGAGCAAGGGCGAGG 

F 

ACTAGTCTATTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGTA R 

Amplificación ORF tdTomato 
sin codón parada + Tat en cola 

CGTCTCCATGGTGAGCAAGGGCGAGG F 
ACTAGTCTATTATCTTCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTC

CTGCCATACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 
R 

Amplificación ORF SOX17 sin 
codón de parada + Tat reverso 

en cola 

GAAGACCCATGAGCAGCCCGGATGC F 
ACTAGTCTATTAATAGCCCCTCTTCTTCCGTCTCTGT
CGTCGTCTTACGTCAGGATAGTTGCAGTAATATACC

GC 
R 

Secuenciación productos 
clonados en pGEM®-T 

TGTAAAACGACGGCCAGT M13F 

CAGGAAACAGCTATGAC M13R 
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II. Clonación de AFPsp-tdTomato y AFPsp-SOX17 con Tat en pWPI-MCS 

La siguiente etapa de clonación se dividió en varios pasos: la extracción del 

inserto generado por digestión del pGEM®-T, la obtención de la secuencia AFPsp por 

hibridación de los oligonucleótidos y la ligación secuencial de los fragmentos 

obtenidos en los dos pasos anteriores con el plásmido pWPI-MCS linealizado. 

▪ Digestión de los pGEM y del pWPI-MCS 

La digestión de los insertos clonados en pGEM®-T se realizó con las enzimas Esp3I 

(Thermo Fisher Scientific) y SpeI (NE Biolabs) para pGEM-Tat-tdTomato y pGEM-

tdTomato-Tat. En el caso de pGEM-SOX17-TatR, se emplearon BbsI (NE Biolabs) y SpeI 

pWPI-MCS con las enzimas MluI (NE Biolabs) y SpeI, también en el t  

Ambas digestiones se realizaron en un termociclador a 37°C durante 30 min y a 

80°C durante 20 min. Los productos fueron visualizados y purificados de gel de 

agarosa (apartados 3.14.3. y 3.14.5.). 

▪ Hibridación de oligonucleótidos para AFPsp 

 tabla MM-5. 

Tabla MM-5. Oligonucleótidos y primers empleados para clonar y secuenciar Tat-tdTomato, 

tdTomato-Tat y SOX17-TatR unidas en cabeza a la secuencia de AFPsp en un vector pWPI-MCS. 

-fetoproteína; ORF, open reading frame; F, forward; R, reverse. 

▪ Ligación secuencial de los fragmentos generados con el pWPI-MCS lineal 

Aplicación   Tipo 

Clonación de AFPsp en 
Tat-tdTomato 

CGCGTACCATGAAGTGGGTGGAATCAATTTTTTTAATTTTC
CTACTAAATTTTACTGAATCCAGA 

F 

CATATCTGGATTCAGTAAAATTTAGTAGGAAAATTAAAAA
AATTGATTCCACCCACTTCATGGTA 

R 

Clonación de AFPsp en 
tdTomato-Tat 

CGCGTACCATGAAGTGGGTGGAATCAATTTTTTTAATTTTC
CTACTAAATTTTACTGAATCCAGA 

F 

CCATTCTGGATTCAGTAAAATTTAGTAGGAAAATTAAAAA
AATTGATTCCACCCACTTCATGGTA 

R 

Clonación de AFPsp - 
SOX17-TatR) 

CGCGTACCATGAAGTGGGTGGAATCAATTTTTTTAATTTTC
CTACTAAATTTTACTGAATCCAGA 

F 

TCATTCTGGATTCAGTAAAATTTAGTAGGAAA 
ATTAAAAAAATTGATTCCACCCACTTCATGGTA 

R 

Secuenciación de 
productos clonados en 

pWPI-MCS 

GGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGA F 

TGCTATTATGTCTACTATTCTTTCCCCTGCACT R 
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Los pGEM digeridos y el híbrido de oligonucleótidos con la secuencia de AFPsp 

se ligaron con una ADN ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific). Transcurrido este tiempo, 

se procedió directamente y del mismo modo a la ligación de este nuevo producto con 

el pWPI-MCS lineal. 

Para la amplificación de los productos obtenidos por ligación, se transformaron 

por choque térmico E. coli 

sembraron en placas de agar con ampicilina (apartado 3.3.1.). Se siguió el mismo 

protocolo que para el resto de clonaciones, indicado en los apartados 3.3.2., 3.14.6. y  

3.14.7.. 

3.4.2. Modificación del plásmido pET-DEST42 por mutagénesis 

dirigida 

 Con objeto de introducir la secuencia del péptido Tat en el plásmido pET-

DEST42 (Thermo Fisher Scientific) se siguió una estrategia de mutagénesis dirigida 

adaptada del método de Laible & Boonrod (2009). 

 Se utilizaron dos primers específicos y todos los plásmidos obtenidos se 

comprobaron por estudio de restricción (apartado 3.14.6.) y secuenciación (apartado 

3.14.7.) (tabla MM-6). 

Tabla MM-6. Primers diseñados para la mutagénesis dirigida y secuenciación del plásmido de 

destino (pET-DEST42-Tat). 

F, forward; R, reverse. T7F, primer universal T7 forward, proporcionado por el Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca. 

Secuencia Aplicación   Tipo 

Tat 
Introducción de Tat en 

pET-DEST42 

AGACAGCGACGAAGAAACAAGTTTGTACAA
AAAAGCTGAACGAGAAACG 

F 

CGCTTCTTCCTGCCATACATGATATTCCTTCTT
AAAGTTAAACAAAATTATT 

R 

Tat 
Secuenciación pET-

DEST42-Tat 
TAATACGACTCACTATAGGG T7F 
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3.4.3.  

Los plásmidos pET-Tat-CAT y pET-Tat-SOX17 fueron clonados mediante la 

combinación de técnicas basadas en PCR de alta fidelidad, el uso de enzimas de 

tabla MM-7 se muestran los primers 

empleados. 

Tabla MM-7. Primers diseñado

plásmido de entrada de SOX17 (pEntry-SOX17) y los plásmidos de expresión de Tat-SOX17 y 

Tat-CAT (pET-Tat-SOX17 y pET-Tat-CAT). 

F, forward; R, reverse. T7F, primer universal T7 forward proporcionado por el Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca. 

▪ Amplificación de la secuencia codificante de SOX17 

 La ORF humana de SOX17 se amplificó sin el codón de parada y flanqueada por 

los adaptadores attB1 (GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTNN) y attB2 

(GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTN) por PCR a partir del plásmido pWPI-

SOX17, obtenido previamente en nuestro laboratorio (Lozano et al., 2020). En el 

primers se añadieron uno o dos nucleótidos adicionales (N) para 

mantener la fase de lectura con la región attB.  

Pfx 

Fisher Scientific) de alta fidelidad y en presencia de un 5% de DMSO, con el fin de 

mejorar la accesibilidad de la enzima a la ORF de SOX17, rica en guanina y citosina. Los 

productos obtenidos tras la PCR se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa y 

las bandas de los tamaños adecuados se purificaron por extracción del ADN del gel de 

Secuencia Aplicación   Tipo 

Tat-CAT 
Secuenciación pET-

Tat-CAT 
TAATACGACTCACTATAGGG T7F 

SOX17 
(Homo 

sapiens) 

Amplificación ORF 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTG
ATGAGCAGCCCGGATGCG 

F 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTG
CACGTCAGGATAGTTGCAGTAATATACCGC 

R 

Secuenciación ORF 

CCAGCGCCCTTCACGTGTACTA F 

CGCGGCCGGTACTTGTAGTT R 

TCATGGTGTGGGCTAAGGACGA F 

GGTGCTGGTGCTGGTGCT R 
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apartado 

3.14.5.). 

▪ Recombinación BP 

La ORF de interés flanqueada por sitios attB se clonó en el vector donador 

pDONR221 (Thermo Fisher Scientific) mediante una reacción de recombinación con la 

4 h, para seguidamente inactivar con proteinasa K a 37°C durante 10 min. En el caso 

de CAT, el vector de entrada se generó a partir del pcDNA6.2/GW/V5/CAT (Thermo 

Fisher Scientific), mientras que para SOX17 se partió del producto de PCR generado 

desde el pWPI-SOX17. En el caso de la secuencia de SOX17 optimizada para expresión 

en E. coli (SOX17opt, adquirida por encargo a GenScript), se recombinó mediante una 

reacción BP el plásmido pcDNA3.1./SOX17opt/c-Myc con el pDONR221. 

La identidad de los clones seleccionados se confirmó con un estudio de 

restricción (apartado 3.14.6.) y secuenciación (apartado 3.14.7.), utilizando los primers 

presentados en la tabla MM-7. 

▪ Recombinación LR  

Los vectores de entrada generados en el paso anterior (pEntry-CAT, pEntry-

SOX17 y pEntry-SOX17opt) se recombinaron con el vector de destino pET-DEST42-Tat. 

En todos los ca

Fisher Scientific) en condiciones de incubación de 25°C durante 16 h. Al cabo de este 

tiempo, las reacciones se detuvieron por tratamiento con proteinasa K a 37°C durante 

10 min. 

3.5. ENSAYO DE DETECCIÓN DE ESCISIONES EN EL GENOMA 

El ensayo de detección de escisiones en el genoma es un método fiable y rápido 

basado en la capacidad de la endonucleasa I T7 para detectar y cortar heterodímeros 

de ADN (Lowell & Klein, 2000).  
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reacción 10x. Los primers diseñados se recogen en la tabla MM-8. 

Tabla MM-8. Primers diseñados para la validación de los ARN guía clonados en el plásmido 

pGEM-sgc-PacI en líneas celulares humanas por el ensayo de detección de escisiones en el 

genoma y secuenciación de los loci de interés mutados por CRIPSR/Cas9 en poblaciones 

monoclonales de células. 

F, forward; R, reverse. 

3.6. PRODUCCIÓN DE VECTORES LENTIVIRALES 

3.6.1. Producción y purificación 

Para la producción de lentivirus, se emplearon 1x107 células HEK293T en placas 

Petri de 10 cm de diámetro pretratadas con colágeno, transfectadas 24 h después de 

su siembra con los siguientes plásmidos: 

- pWPI-AFPsp-Tat-tdTomato, pWPI-AFPsp-tdTomato-Tat o pWPI-AFPsp-SOX17-

TatR (6 µg): vectores que contenían las proteínas recombinantes de interés. 

Todos presentaban el gen reportero EGFP (Enhanced Green Fluorescence Protein) 

separado del transgén de estudio por un elemento IRES, lo que permitía el 

seguimiento de la fluorescencia de las células transducidas, tanto por 

microscopía de fluorescencia como por citometría de flujo. 

- psPAX2 (6 µg): vector empaquetador que codifica para las proteínas 

estructurales y que facilitan el ensamblaje, además de las necesarias para la 

replicación viral. 

Gen Proteína   Tipo 
Amplicón 

(pb) 

ABCC1 MRP1 
CTCAGGAGAAAGTTGCAGTGCCAA F 

395 
GCTACCCTCATCCTACTGCTCCA R 

ABCC2 MRP2 
GAGGCTTAATGAACTATGATCCTGCCACT F 

622 
CCACCCATTGTCTGTGAACACACTTC R 

ABCC4 MRP4 
GACCTAACACAGAGTCTGGCTGAGAA F 

542 
ATGGAATAGAGCCCTGAAACCACAGAA R 

ABCC5 MRP5 
TCTGGTTTGTGGTAGGTGCTCAGT F 

657 
CCGTCTTGGGTATTTCTCTGTAGCAGT R 
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- pMD2.G (4,5 µg): vector con la glicoproteína de la envuelta del virus de la 

estomatitis vesicular (VSV), capaz de infectar gran variedad de células eucariotas 

de mamíferos debido a la ubicuidad de su receptor, y muy estable, lo que 

permite su ultracentrifugación.  

Se realizaron tres recogidas de medio de cultivo con lentivirus, que era 

reemplazado por medio fresco, 48 h, 56 h y 72 h después de la transfección. Los medios 

recogidos se almacenaban a 4°C.  

Una vez recogidos todos los medios, se retiró el debris con filtros de 0,45 µm y 

el volumen total se ultracentrifugó durante 130 minutos a 16°C y 20.000 rpm. 

Transcurrido este tiempo, se retiró todo el sobrenadante y se añadieron 200 µL de 

medio base RPMI. Tras una incubación a 4°C durante 4 h, las partículas virales se 

alicuotaron para favorecer su resuspensión y se almacenaron a -80°C cuando fue 

necesario. 

3.6.2. Titulación por citometría de flujo 

Para el cálculo del rendimiento de la producción por citometría de flujo, se 

sembraron 20.000 células HEK293T por pocillo en una placa de 96 pocillos tratada con 

colágeno. 24 h después, las células fueron transducidas con diluciones seriadas 1:2 de 

los lentivirus, partiendo de una dilución 1:100 (suspensión de lentivirus:medio de 

cultivo). Cada condición de realizó por duplicado, incluyendo un blanco de células no 

transducidas. 

Pasadas 16 h de la spin-inoculación, se cambió el medio de cultivo por uno 

fresco. El porcentaje de células EGFP+ se determinó 4 días post-transducción por 

citometría de flujo. 

La concentración de partículas virales se calculó por la fórmula 

Título (TU/mL)  =
10−𝐸𝐷50· 2 · nºcélulas

V
 

, donde TU son las unidades transformantes (partículas virales infectivas), ED50 

equivale al log10 de la dilución de la suspensión viral que consiguió transducir el 50% 



 

65 

 

MATERIALES Y MÉTODOS  

de las células (50% effective dose) y V es el volumen del medio de cultivo (mL). 

3.6.3. Transducción de las células diana 

Se sembraron 200.000 células HEK293T por pocillo en placas de 24 pocillos 

pretratadas con colágeno y se transdujeron a las 24 h con los lentivirus recombinantes 

en presencia de polibreno a MOI 25 (multiplicidad de infección, indica el número de 

partículas virales disponibles para infectar una célula). Se centrifugaron las placas a 

1800 xg durante 90 min a 32°C. A las 16 h se retiró el medio de cultivo y se añadió 

medio nuevo. 

3.7. ESTUDIOS DE TRANSPORTE IN VITRO 

3.7.1. Soluciones empleadas  

Medio de captación pH 7,4: NaCl 96 mM, KCl 5,3 mM, KH2PO4 1 mM, MgSO4 0,8 

mM, CaCl2 1,8 mM, D-glucosa 11 mM, y HEPES 50 mM 

Tampón fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 0,5 mM, KH2PO4 

1,5 mM 

3.7.2. Estudios de captación y eflujo de compuestos fluorescentes 

Para comprobar la funcionalidad de las bombas MRP expresadas en las líneas 

celulares Alexander y TFK-1, se llevaron a cabo experimentos donde las células se 

incubaban con marcadores celulares que eran metabolizados a sustratos de MRPs 

fluorescentes en el interior celular (tabla MM-9) durante distintos tiempos y se 

determinaba el contenido intracelular de dichos metabolitos por citometría de flujo. 

Tabla MM-9. Marcadores celulares empleados para estudiar la actividad transportadora de las 

Proteínas Marcador celular Concentración 

MRP1, MRP2 
Calceína-acetoximetil éster 

(CAM) 
10 nM o 50 nM 

MRP3, MRP4, MRP5 
Diacetato de 5(6)-carboxifluoresceína 

(CFDA) 
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proteínas ABC por citometría de flujo. 

Se emplearon células Alexander mock (transfectadas con el plásmido que 

contiene la ORF de Cas9) y clones Alexander MRP1K.O., MRP2K.O., MRP4K.O. y MRP5K.O., en 

los que cada una de estas proteínas había sido silenciada con el sistema CRISPR/Cas9. 

En otra serie de experimentos, se emplearon células TFK-1 silvestres (wild-type, WT) 

tratadas o no con distintos fármacos antitumorales durante 72 h. 

Para los estudios de captación o carga, las células Alexander en suspensión en 

medio de captación fueron incubadas con el sustrato fluorescente a 37°C durante 15 

min en ausencia o presencia de TKIs a 10 . En el caso de las células TFK-1, 

suspendidas igualmente en medio de captación, la incubación con el sustrato 

fluorescente a 37°C se realizó durante 30 min en ausencia de otros compuestos. El 

 

Por otro lado, para el estudio del eflujo mediado por las bombas MRP, se 

cargaban las células en suspensión durante 15 o 30 min con el marcador celular y se 

dil de captación a 37°C sólo o con un TKI 10  Entonces, 

se determinaba el contenido intracelular del sustrato o carga inicial. A los 30 min de 

incubación a 37°C, se medía de nuevo el contenido intracelular del sustrato o la carga 

final. El eflujo se calculaba como la diferencia entre la carga final y la inicial, y se 

expresaba en porcentaje de la carga inicial. 

3.8. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-qPCR 

Además de diferentes cultivos celulares (apartado 3.2.1.), todas las muestras 

tumorales indicadas en las tablas MM-1 y MM-2 fueron analizadas por RT-qPCR. Como 

controles para las medidas por RT-qPCR, se incluyeron muestras del tejido hepático 

adyacente al tumor de 8 de los pacientes con HCC y 9 de los pacientes con iCCA. 

3.8.1. Diseño de cebadores 

Los cebadores o primers específicos para cuantificar el ADN codificante de cada 

una de las proteínas de interés (tabla MM-10) se diseñaron con el programa 

OligoAnalyzer 3.1  y su 

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer
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especificidad se chequeó con el programa BLAST (Camacho et al., 2009; Geer LY et al., 

2010). Los primers se diseñaron, siempre que fue posible, sobre la unión de dos exones 

codificantes, utilizando como molde la secuencia del ARNm específica para cada gen, 

publicada en la base de datos GenBank (Geer LY et al., 2010). 

Tabla MM-10. Primers utilizados para cuantificar la expresión de genes humanos por RT-qPCR.  

F, forward; R, reverse; pb, pares de bases del amplicón generado. 

3.8.2. Extracción de ARN total 

El ARN total se extrajo a partir de homogenados de células o de tejido (hígado) con 

(GE Healthcare), basado en la purificación del 

ARN adsorbido a membranas de sílice. Se procesaron un máximo de 5 millones de células 

o 30 mg de tejido por columna, siguiendo las instrucciones del proveedor. El ARN 

Gen Proteína   Tipo pb 
Número 

de acceso 

ABCB1 MDR1 
GCGCGAGGTCGGAATGGAT F 

198 NM_000927 
CCATGGATGATGGCAGCCAAAGTT R 

ABCC1 MRP1 
CCGCTCTGGGACTGGAATGT F 

166 NM_004996 
GTGTCATCTGAATGTAGCCTCGGT R 

ABCC2 MRP2 
TGAAGAGGAAGCCACAGTCCATGA F 

171 NM_000392 
TTCAGATGCCTGCCATTGGACCTA R 

ABCC3 MRP3 
CCAAGTTCTGGGACTCCAACCTG F 

160 NM_003786 
ATGATGTAGCCACGACAATGGTGC R 

ABCC4 MRP4 
TGCAAGGGTTCTGGGATAAAGA F 

141 NM_005845 
CTTTGGCACTTTCCTCAATTAACG R 

ABCC5 MRP5 
CGTGAACTGCAGAAGACTAGAGAGACT F 

128 NM_005688 
GGCACACGATGGACAGGATGA R 

ABCC6 MRP6 
GTGGGTTTCTGGCCTGGTCT F 

164 NM_001171 
ATGCTATTGCCTTGTTGTGCCTCC R 

ABCG2 BCRP 
CCCAGGCCTCTATAGCTCAGATCATT F 

161 NM_004827 
CACGGCTGAAACACTGCTGAAACA R 

GAPDH GAPDH 
TGAGCCCGCAGCCTCC F 

138 NM_002046 
TACGACCAAATCCGTTGACTCC R 

HPRT1 HPRT1 
GCCCTGGCGTCGTGATTAGT F 

140 NM_000194 
AGCAAGACGTTCAGTCCTGTCCATAA R 

SOX2 SOX2 
CGCAAGATGGCCCAGGAGAA F 

121 NM_003106.3 
GCCGCTTAGCCTCGTCGAT R 

SOX9 SOX9 
TGGGCAAGCTCTGGAGACTTCT F 

95 NM_000346.3 
CGGGTGGTCCTTCTTGTGCT R 

SOX17 SOX17 
TCATGGTGTGGGCTAAGGACGA F 

196 NM_022454 
CGCGGCCGGTACTTGTAGTT R 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
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purificado se cuantificó por espectrofotometría a 

(apartado 3.13.1). 

3.8.3. Transcripción reversa (RT) 

El ADNc molde para PCR cuantitativa se sintetizó a partir del ARN purificado por 

-Capacity cDNA Reverse 

(Thermo Fisher Scientific). 

3.8.4. PCR cuantitativa (qPCR) 

La determinación de los niveles de expresión de genes se realizó mediante PCR 

cuantitativa (qPCR) (Morrison TB et al., 1998). 

 

Las condiciones de tiempo y temperatura para la PCR fueron: 

- Un ciclo: 2 min a 50°C (activación de la Uracil-N-glicosilasa (UNG) Amp  

- Un ciclo: 10 min a 95°C (activación de la ADN polimerasa) 

- 40 ciclos: 15 s a 95ºC (desnaturalización), 1 min a 60ºC (hibridación y extensión) 

Todas las determinaciones se realizaron siempre por duplicado. 

Para corregir variaciones en la cantidad de ARN de partida, se utilizó la expresión 

de un gen endógeno (Chelly et al., 1988) (gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa/GAPDH o hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa 1/HPRT1) 

como normalizador, de forma que: 

diana - Ct gen control interno 

en la muestra problema. 

Para poder comparar los resultados entre diferentes análisis, se utilizó una 

muestra de ADN control, a la que se le otorgó el valor 1 o 100% de expresión del gen 
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de interés. Así, se calculó la expresión del gen de interés normalizada en la muestra 

problema y relativa a la muestra control: 

 ontrol 

Y, finalmente, se determinó la ratio de la expresión relativa (R o diferencia en 

número de veces entre la expresión normalizada del gen de interés en la muestra 

problema y en el control) mediante la fórmula: 

R = 2-  

, que constituye una estimación rápida para comparar resultados de expresión 

relativa obtenida a partir de un modelo matemático presentado por Applied 

Biosystems (Thermo Fisher Scientific). 

3.9. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR TINCIÓN Y WESTERN 

BLOT 

3.9.1. Soluciones empleadas 

Tampón fosfato salino (PBS): 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 0,5 mM Na2HPO4, 1,5 mM 

KH2PO4, pH 7,4 

Tampón RIPA: 1% Nonidet P-40, 0,5% desoxicolato sódico y 0,1% SDS disueltos 

en PBS 

Solución de carga 4x: 250 mM Tris-HCl base pH 6,8, 9,2% SDS, 10% glicerol, 20% 

-mercaptoetanol, 0,08% azul de bromofenol 

Tampón de migración: 25 mM Tris-HCl base, 192 mM L-glicina y 1% SDS 

Solución azul de Coomassie  

Tampón de transferencia: 25 mM Tris-HCl base, 192 mM L-glicina, 1% SDS 

y 20% metanol 

Solución rojo Ponceau: 0,1% rojo Ponceau S, 0,5% ácido acético 

Tampón Tris salino (TBS): 20 mM Tris-HCl base, 137 mM NaCl, pH 7,6 
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TBS-Tween: TBS suplementado con 0,1% de Tween-20 (v/v) 

3.9.2. Obtención de homogenados de tejido o de cultivos celulares 

Para obtener un homogenado de proteínas a partir de tejido congelado a -80°C 

se pesaron entre 50 y 100 mg de tejido, que se homogenizó en una mezcla de tampón 

cada tipo de tejido, siguiendo las especificaciones de la casa comercial. 

3.9.3. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) y tinción por azul de Coomassie 

Se prepararon geles separadores de poliacrilamida del 5-12% (p/v), 

dependiendo del tamaño molecular de la proteína de interés, en Tris-HCl utilizando el 

-

polimerizado, se depositó encima el gel concentrador (4% de poliacrilamida) y se dejó 

polimerizar a temperatura ambiente sin retirar el peine. 

La electroforesis vertical se llevó a cabo en una cubeta con la solución de 

migración a una corriente constante de 300 V durante 20 min, tiempo necesario para 

la completa resolución de la proteína de interés. 

Cuando se quería visualizar la totalidad de proteínas presentes en el gel, éste se 

1-2 h según la proporción de acrilamida en el gel y, tras un lavado con agua destilada 

para retirar el exceso de colorante, se fotografiaba el resultado. 

3.9.4. Transferencia y tinción de la membrana con rojo Ponceau 

Tras la electroforesis, las proteínas en geles de poliacrilamida stain-free o no 

teñidos con azul de Coomassie se sometieron a una transferencia húmeda a una 

membrana de nitrocelulosa. Para ello, se utilizó una cubeta con tampón de 

transferencia en frío y agitación, conectada a una fuente de alimentación con una 

corriente constante de 250 mA durante 90-120 min, en función del peso molecular de 
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la proteína de interés. 

Al final del proceso y cuando era necesario, la membrana de nitrocelulosa se 

incubaba durante 5 min en la solución rojo Ponceau para comprobar la eficacia de la 

transferencia y valorar la carga de proteínas en cada calle. 

3.9.5. Inmunodetección 

Previo a la inmunodetección, se realizó un bloqueo de la membrana 1 h a 

temperatura ambiente y en agitación con albumina sérica bovina (BSA) o leche 

descremada al 1-5% (p/v) diluida en tampón TBS-Tween, según las especificaciones 

del anticuerpo. 

Seguidamente, la membrana bloqueada se incubó con el anticuerpo primario 

correspondiente en agitación durante toda la noche a 4°C, o bien durante 1 h a 

temperatura ambiente, según la sensibilidad y especificidad del mismo. Los 

anticuerpos primarios se utilizaron diluidos en leche o BSA al 0-5% (p/v) en TBS-Tween, 

según las recomendaciones de la casa comercial (tabla MM-11). 

Tabla MM-11. Anticuerpos primarios empleados para detectar proteínas por western blot. 

Antígeno 
(especie) 

Referencia Especie huésped Dilución Casa comercial 

SOX17 
(Homo sapiens) 

AF1924 
Capra aegagrus 

hircus 
1:1000 

(leche 5%) 
R&D 

His-tag6x MA1-21315 Mus musculus 
1:2000 

(leche 5%) 
Thermo Fisher 

Scientific 

V5-tag 46-0705 Mus musculus 
1:4000 

(leche 5%) 
Thermo Fisher 

Scientific 

GAPDH 
(Homo sapiens) 

sc-32233 Mus musculus 
1:1000 

(leche 5%) 
Santa Cruz 

Biotechnology 

-actinina 
(Homo sapiens) 

MAB1682 Mus musculus 
1:1000 

(leche 5%) 
Merck 

MRP1 
(Homo sapiens) 

alx-801-007 Rattus norvegicus 
1:500 

(leche 2%) 
Enzo 

MRP2 
(Homo sapiens) 

alx-801-016 Mus musculus 
1:300 

(leche 2%) 
Enzo 

MRP4 
(Homo sapiens) 

ab15602 
Oryctolagus 

cuniculus 
1:500 

(leche 2%) 
Abcam 

MRP5 
(Homo sapiens) 

MA1-35683 Rattus norvegicus 
1:50 

(leche 1%) 
Thermo Fisher 

Scientific 
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3.9.6. Revelado 

El revelado se realizó mediante un método quimioluminiscente y un equipo de 

análisis de imagen LAS-4000 (Fujifilm) o ChemiDoc (Bio-Rad). Las membranas se 

incubaron en oscuridad con los reactivos ECL (Enhanced ChemoLuminiscence) y los 

tiempos de exposición en el equipo de imagen se adecuaron para obtener una señal 

detectable y con el menor ruido de fondo. 

3.10. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR 

INMUNOFLUORESCENCIA 

3.10.1. Soluciones empleadas 

Tampón fosfato salino (PBS): 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 0,5 mM Na2HPO4, 1,5 mM 

KH2PO4, pH 7,4 

3.10.2. Fijación 

Las células se sembraron sobre un cubreobjetos estéril de vidrio y a la densidad 

preestablecida para obtener una confluencia del 60-90% en el momento de la fijación. 

Según los anticuerpos y las proteínas a marcar, la fijación se llevó a cabo 1 min 

con metanol puro a -20°C o 20 min con paraformaldehído al 4% (p/v) a temperatura 

ambiente. 

3.10.3. Inmunodetección 

Con objeto de bloquear las uniones inespecíficas, el cubreobjetos con las células 

fijadas se incubó a temperatura ambiente durante 30 min con FBS al 5% (v/v) en PBS. 

A continuación, los cubreobjetos se trataron durante 1 h con la solución de 

anticuerpos primarios correspondientes diluidos en PBS (tabla MM-12) y después se 

lavaron tres veces con PBS durante 10 min. 

A la mezcla con los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón, rata, cabra o 

conejo conjugados con Alexa Fluor-488® o Alexa Fluor-594® (dilución 1:1000) se 
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añadió DAPI para teñir los núcleos (dilución 1:5000).  

El marcaje se visualizó a través de un microscopio confocal Leica TCS SP2 (Leica 

Biosystems, Wetzlar, Alemania) en la unidad de microscopía del Centro de 

Investigación del Cáncer de Salamanca. 

Tabla MM-12. Anticuerpos primarios empleados para detectar proteínas por 

inmunofluorescencia. 

FBS, fetal bovine serum; PBS, phosphate buffered saline. 

3.11. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR INMUNOHISTOQUÍMICA 

Para el marcaje de proteínas por inmunohistoquímica (IHQ) en cortes de tejidos 

Diagnostics) y BenchMark ULTRA® (Ventana Medical Systems) del Servicio de Anatomía 

Patológica del Hospital Universitario de Salamanca. Se incluyeron 8 muestras de iCCA, 8 

de eCCA y 5 de HCC, así como el tejido adyacente no tumoral en 14 de los CCA y todos 

Antígeno 
(especie) 

Referencia 
Especie 

huésped 
Dilución Casa comercial 

SOX17 
(Homo sapiens) 

AF1924 
Capra aegagrus 

hircus 

1:100, triton X-
100 0,1% 
(FBS 1%) 

R&D 

His-tag6x MA1-21315 Mus musculus 
1:500 

(FBS 1%) 
Thermo Fisher 

Scientific 

Na+/K+-ATPasa 
(Homo sapiens) 

ab2871 Mus musculus 
1:100 

(FBS 1%) 
Abcam 

Na+/K+-ATPasa 
(Homo sapiens) 

ab76020 
Oryctolagus 

cuniculus 
1:100 

(FBS 1%) 
Abcam 

MDR1 
(Homo sapiens) 

C219 Mus musculus 
1:25 

(FBS 5%) 
Thermo Fisher 

Scientific 

MRP1 
(Homo sapiens) 

alx-801-007 
Rattus 

norvegicus 
1:40 

(FBS 1%) 
Enzo 

MRP2 
(Homo sapiens) 

alx-801-016 Mus musculus 
1:30 

(FBS 1%) 
Enzo 

MRP3 
(Homo sapiens) 

ab3375 Mus musculus 
1:50 

(FBS 1%) 
Abcam 

MRP4 
(Homo sapiens) 

NB100-1471 
Oryctolagus 

cuniculus 
1:100 

(FBS 1%) 
Novus 

MRP5 
(Homo sapiens) 

AM31988SU-
N 

Rattus 
norvegicus 

1:25 
(PBS) 

Acris 

BCRP 
(Homo sapiens) 

BXP-34 Mus musculus 
1:50, triton X-100 

0,1% 
(FBS 1%) 

Sigma-Aldrich 
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los HCC. 

Las secciones de tejidos se incubaron con los anticuerpos primarios específicos 

(tabla MM-13

secundario unido a peroxidasa de rábano picante (horseradish peroxidase o HRP). Tras 

y se realizó una contratinción con hematoxilina. Por último, se llevó a cabo una 

deshidratación en alcoholes de gradación creciente, inmersión en xilol y montaje con 

 

Tabla MM-13. Anticuerpos primarios empleados para detectar proteínas por 

inmunohistoquímica. 

3.12. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR FRACCIONAMIENTO DE 

FLUJO CAMPO-FLUJO ASIMÉTRICO (AF4) 

El fraccionamiento de flujo campo-flujo asimétrico (asymmetric flow field-flow 

fractionation o AF4) es una técnica empleada para la separación y caracterización de 

partículas y polímeros dentro de un rango de 1 nm  

1·1012 Da) (Schimpf et al., 2000). Su principio de separación se basa en el perfil 

parabólico que muestran los flujos laminares al pasar por un canal largo y estrecho, lo 

cual organiza las partículas transportadas en la fase móvil en capas de diferente 

espesor y velocidad de flujo según su coeficiente de difusión en un determinado fluido 

(Wahlund & Giddings, 1987). Este flujo laminar se consigue gracias a la acción de un 

flujo cruzado perpendicular al canal que se opone al flujo de entrada. De esta forma, 

se consigue separar las partículas previamente concentradas en la parte inferior del 

canal según su tamaño y sin necesidad de una fase estacionaria. Esta ausencia de 

Antígeno 
(especie) 

Referencia 
Especie 

huésped 
Dilución Casa comercial 

MDR1 
(Homo sapiens) 

E1Y7B 
Oryctolagus 

cuniculus 
1:50 

Cell Signaling 
Technology 

MRP1 
(Homo sapiens) 

sc-18835 Mus musculus 1:50 Santa Cruz 

MRP2 
(Homo sapiens) 

ALX-801-037 Mus musculus 1:25 Enzo 

MRP3 
(Homo sapiens) 

M0318 
Oryctolagus 

cuniculus 
1:50 Sigma 
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interacción con una matriz inmóvil hace que el AF4 sea una técnica mucho más 

delicada con los analitos y muy apropiada para aplicaciones donde se requiere 

conservar la estructura de las partículas (Rambaldi et al., 2011). 

Al contrario que los sistemas tradicionales de fraccionamiento de flujo de campo 

(flow-field fractionation o FFF) (Giddings et al., 1976), en el AF4 solo la pared inferior del 

canal es permeable a la fase móvil; suele estar constituida por una membrana con un 

corte de tamaño de partícula variable sobre una frita porosa de polimetilmetacrilato o 

cerámica (Wahlund & Giddings, 1987). La fase móvil y las partículas lo suficientemente 

pequeñas atravesarán el canal gracias a la fuerza del flujo cruzado, que las empuja 

hacia la membrana. 

El proceso de AF4 consta de tres etapas (Wahlund & Giddings, 1987)(figura MM-

2): 

1. Inyección de la muestra. La muestra se inyecta a través de la válvula de 

inyección y entra en el canal. Las partículas aún están desorganizadas. 

2. Focalización de la muestra. Se inicia mientras la muestra está siendo 

inyectada gracias a la acción de un flujo de focalización o focus. Entonces, las 

partículas de la muestra se concentran en la zona inicial del canal, en el punto 

donde el flujo de inyección o TIP (de las siglas en inglés transporting injected 

particles) se encuentra con el flujo focus. Este proceso puede llevar desde unos 

segundos hasta varios minutos. El flujo resultante de la combinación de los 

flujos TIP y focus abandona el canal a través de la membrana y la frita porosa 

focus genera un flujo constante 

hacia los detectores y sale hacia el final del canal. 

3. Elución de la muestra. Tras la focalización, las partículas se han organizado 

perpendicularmente según su tamaño en capas de distinto grosor. Durante la 

elución, el flujo focus se va reduciendo gradualmente hasta llegar a 0, mientras 

que el flujo TIP aumenta en paralelo para mantener el flujo del canal constante. 

Este flujo arrastra las partículas, de forma que las más pequeñas son las 

primeras en salir del canal, seguidas de otras de tamaño creciente. Los 
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parámetros que determinan el tiempo de retención (tR) de las partículas se 

expresan en la siguiente fórmula (Wahlund & Giddings, 1987): 

𝑡𝑅 =
𝜔2

6 · 𝐷
· ln (1 +

𝑉𝑐𝑟𝑢𝑧𝑎𝑑𝑜

𝑉𝑐𝑎𝑛𝑎𝑙
) 

analito [m2·s-1], Vcruzado es el flujo cruzado [L·s-1] y Vcanal es el flujo del canal [L·s-1]. 

En general, la separación FFF puede diluir la muestra significativamente, lo que 

condiciona de forma considerable el rango inferior de detección. Durante la elución, 

la muestra se acerca a la membrana de acumulación, formándose dos capas: los 

a través del puerto de purga del canal, dirigiendo 

la muestra hacia el detector y eliminando el eluyente de la capa superior. Esto evita el 

efecto de dilución y mejora la sensibilidad de detección y la altura de pico usando la 

misma cantidad de inyección (Myeong HM et al., 1997; Wahlund & Giddings, 1987). 

En el apartado 4.2.3.B se detalla la puesta a punto del método empleado para la 

detección y el cambio de solvente en muestras proteicas en esta Tesis Doctoral. 
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Figura MM-2. Principio de separación de partículas por fraccionamiento por flujo campo-flujo 

asimétrico (AF4). Ilustraciones adaptadas y traducidas al castellano con permiso de Postnova. 
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3.13. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 

3.13.1. Cuantificación de ácidos nucleicos 

Las muestras de ADN plasmídico y ARN total purificado se cuantificaron por 

 

3.13.2. Cuantificación de proteínas 

3.13.2.1. Cuantificación de proteína total 

Para medir la concentración total de proteínas en homogenados de tejidos o 

células se utilizó una modificación del método de Lowry realizada por Markwell 

(Markwell et al., 1978). 

Las proteínas purificadas de E. coli se cuantificaron espectrofotométricamente 

c). 

3.13.2.2. Cuantificación de proteínas por proteómica triple X (TXP) 

La TXP es una innovadora aproximación para la cuantificación de proteínas, 

basada en la proteólisis con tripsina de la muestra para reducir su complejidad y la 

posterior detección de los péptidos de interés resultantes mediante 

inmunoprecipitación, seguida de análisis por cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas (LC-MS) (figura MM-3) (Poetz et al., 2009). 

Figura MM-3. Flujo de trabajo en proteómica triple X. Este método se empleó para el análisis 

de distintas proteínas en muestras de tejido y líneas celulares. 
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El término TXP hace referencia al epítopo de cada péptido de interés, constituido 

por cuatro aminoácidos: tres de ellos (triple X) son variables y el restante es una 

arginina o lisina C-terminal. Debido a que los anticuerpos TXP se generan frente a estos 

proteoma digerido (Planatscher et al., 2014; Poetz et al., 2009). Esto les dota de una 

gran versatilidad y se reduce drásticamente el número de anticuerpos necesarios para 

el análisis.  Así, la técnica TXP tiene especial interés en el estudio de proteínas 

homólogas, como es el caso de los transportadores de eflujo de la familia ABC (Weiß 

et al., 2018). 

Antes de la inmunoprecipitación, la muestra completamente tripsinizada se 

mezcla con los péptidos estándar etiquetados con isótopos estables o péptidos 

pesados (SIS), que se diferenciarán por peso molecular de los correspondientes 

péptidos endógenos o péptidos ligeros (EN) en el LC-MS y se emplearán como 

referencia para la cuantificación. 

Los análisis con esta técnica han sido desarrollados con los especialistas y en las 

instalaciones de Signatope GmbH, ubicada en el Natural and Medical Sciences 

Institute (NMI) en la Universidad de Tübingen (Reutlingen, Alemania) durante mi 

estancia predoctoral. 

I. Soluciones empleadas 

ABCC: 50 mM bicarbonato de amonio (ABC), 0,03 % (w/v) CHAPS (3-((3-

colamidopropil)dimetilamonio)-1-propanosulfonato) en H2O desionizada, pH 7,4 

Anticuerpos TXP: suero generado en Pineda Antikörper Service (Berlín, 

Alemania), anticuerpos purificados en Signatope GmbH 

Benzonasa: Merck 

FA: 1% ácido fórmico en H2O desionizada 

Fase móvil A: 0,1% ácido fórmico, H2O grado LC-MS 

Fase móvil B: 80% acetonitrilo, 0,1% ácido fórmico y H2O grado LC-MS 

IAA: 0,5 M yodoacetamida en H2O desionizada 
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PBSC: solución de PBS 10x, 0,03 % (w/v) CHAPS en H2O desionizada 

Péptidos estándar sintéticos: INTAVIS Peptide Services (Tübingen, Alemania) 

PMSF: 200 mM PMSF en etanol (grado LC-MS) 

Reactivo de bloqueo para ELISA (EBR): Roche 

Tampón de lisis: 1 % (w/v) NP-40, 0,01 % (v/v) SDS, 0,15 M NaCl, 0,01 M 

Na2HPO4·2·H2O, 2 mM EDTA en H2O desionizada, pH 7,2 

TCEP: 0,1 M tris(2-carboxietil)fosfina en H2O desionizada 

TEA: 200 mM clorhidrato de trietanolamina en H2O desionizada, pH 8,5 

Tripsina: 1 mg/ mL tripsina (Thermo Fisher Scientific) resuspendida en 50 mM de 

ácido acético 

II. Lisis 

Los pellets procedentes de cultivos celulares (apartado 3.2.1.) se trataron con un 

tampón de lisis al que se añadió benzonasa para degradar los ácidos nucleicos. 

En el caso de los tejidos (30-50 mg por muestra, apartado 3.1.1.), se mantuvieron 

congelados en nitrógeno líquido (-196°C) y fueron homogeneizados durante 1 min 50 

s a 2000 rpm con el equipo Mikrodismembrator U de Sartorius (Goettingen, Alemania). 

Después, se lisaron como se ha indicado anteriormente. La disponibilidad de muestras 

de tejido para estos ensayos fue limitada, y se incluyeron 8 y 7 muestras de tejido 

hepático adyacente al tumor procedentes de los pacientes con HCC e iCCA, 

respectivamente, y 8 muestras de tejido de cada tipo de tumor (HCC e iCCA). 

III. Cuantificación de proteína total 

La valoración del contenido proteico total se realizó siguiendo las instrucciones 

 

IV. Proteólisis enzimática 

digestión: 

a) Dilución de la muestra en TEA y tampón de lisis. 
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b) Desnaturalización de las proteínas por calor. Las muestras se incubaron 

durante 5 min a 99°C y 650 rpm en un bloque térmico Thermomixer comfort 

de Eppendorf (Hamburgo, Alemania). Después, se añadió TCEP, un agente 

reductor que rompe los puentes disulfuro de las proteínas. 

c) Alquilación. La IAA es un agente alquilante que impide que los puentes 

disulfuro vuelvan a formarse, aumentando la eficacia de la digestión. Tras 

añadir IAA a las muestras, se realizó una incubación durante 30 min a 22°C y 

650 rpm en oscuridad en un bloque térmico Thermomixer C (Eppendorf). 

d) Proteólisis con tripsina. Se añadió tripsina en proporción 1:35 

(tripsina:proteínas en la muestra) y la mezcla se incubó durante 16 h a 37°C y 

650 rpm en un bloque térmico Thermomixer C (Eppendorf). 

e) Inactivación de la tripsina. Transcurridas las 16 h de proteólisis, se inhibió la 

tripsina con PMSF y las muestras fueron distribuidas en placas de 96 pocillos 

para la inmunoprecipitación y almacenadas a -80°C tras sellarlas térmicamente. 

V. Inmunoprecipitación 

Se tomaron las placas de 96 pocillos con las muestras y se diluyeron en PBSC. 

Después, se añadió la mezcla de SIS preparada en EBR, así como la mezcla con los 

anticuerpos TXP correspondientes. En paralelo, se hizo una recta patrón con los EN y 

las mezclas de SIS y anticuerpos anteriores. Las perlas magnéticas empleadas fueron 

TM  

Los pasos de mezcla de la muestra con las mezclas de SIS y anticuerpos (1 h), 

incubación de la muestra con las perlas magnéticas (1 h), lavados (cinco en total, 4 min 

30 s cada uno) y elución (4 min 30 s) se realizaron de manera automática con un 

procesador de partículas magnéticas King FisherTM (Thermo Fisher Scientific). 

Los dos primeros lavados se realizaron en PBSC y los tres siguientes en ABCC. Los 

complejos de proteína G-anticuerpos TXP-péptidos 

Finalmente, estos eluidos se separaron de los restos de perlas magnéticas con un imán 

y se transfirieron a una nueva placa recubierta de vidro y con tapa de silicona para su 

análisis en el LC-MS/MS. 



 

82 

 

 MATERIALES Y MÉTODOS 

VI. Análisis por LC-MS 

El eluido obtenido tras la inmunoprecipitación se separó por cromatografía 

líquida de ultra resolución (UPLC). Se empleó una precolumna para eliminar las sales y 

anticuerpos de la muestra. 

La cromatografía consistió en un método de captura de 0,15 min con un flujo de 

150 L / min, seguido de un método de separación de los péptidos con un gradiente 

del 8% al 50% de fase móvil B en 3 min en una columna Acclaim Pepmap RSLC C18 (75 

m de DI × 150 mm, 3 

RSLCnano (Thermo Fisher Scientific). Después, se aplicó un lavado y equilibrado 

durante 2 min, con un flujo de 1,5 L/min. La detección por espectrometría de masas 

Scientific). 

Se empleó el software XcaliburTM (Thermo Fisher Scientific) para el control del 

equipo. La integración de los picos se realizó con TraceFinderTM (Thermo Fisher 

Scientific) y estos datos fueron procesados en Excel con un script desarrollado por el 

equipo de Signatope. 

3.13.3. Determinación de la fluorescencia 

La fluorescencia en medio de cultivo de células HEK293T transducidas con 

lentivirus AFPsp-Tat-tdTomato y AFPsp-tdTomato-Tat se determinó en un fluorímetro 

Hitachi F-  nm, utilizando como blanco 

medio de cultivo fresco. 

3.13.4. Cuantificación del crecimiento bacteriano 

Para controlar el crecimiento bacteriano en el medio de cultivo durante la fase 

espectrofotómetro Hitachi U-2000 (Grupo Taper), utilizando como blanco el medio de 

cultivo fresco. 
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3.13.5. Determinación de la viabilidad celular 

El test de formazán es un método colorimétrico utilizado para cuantificar la 

viabilidad celular en ensayos de proliferación celular. Se basa en la transformación por 

las deshidrogenasas mitocondriales de una sal de tetrazolio (MTT, amarilla) en 

formazán (violeta). 

3.14.  MÉTODOS COMUNES DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

3.14.1. Soluciones empleadas de uso común en varias técnicas 

Tampón TAE pH 8,3: 40 mM Tris base, 1 mM EDTA y 20 mM ácido acético 

Tampón TE pH 8,0: 10 mM Tris-HCl y 1 mM EDTA 

3.14.2. PCR de alta fidelidad 

La PCR de alta fidelidad se llevó a cabo con la Taq polimerasa de Biotools o con 

 siguiendo las instrucciones 

del proveedor. 

3.14.3. Electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizante 

Para preparar los geles de agarosa se mezcló tampón TAE con 1-2% de agarosa 

(p/v), dependiendo del tamaño de los amplicones a analizar. Se llevó la mezcla a 

ebullición para suspender la agarosa y se añadió SYBR Green I para visualizar el ADN 

por fluorescencia. El resultado de la electroforesis se visualizó en un equipo de análisis 

de imagen LAS-4000. 

3.14.4. Purificación de ADN genómico 

El ADN genómico de células se purificó 

siguiendo las instrucciones del proveedor. 
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3.14.5. Purificación del ADN contenido en geles de agarosa y de 

reacciones enzimáticas 

Tras su visualización, en ocasiones fue necesario recuperar el producto de PCR 

separado por electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusión (low melting). 

Para ello, se cortó el fragmento del gel que contenía la banda de ADN de interés. Se 

purificar el ADN siguiendo las instrucciones del proveedor. 

3.14.6. Digestión con enzimas de restricción 

El ADN se mezcló con el tampón de reacción adecuado para la enzima usada, la 

recomendaba, también se añadía albúmina bovina sérica al 1% a la mezcla. La reacción 

de restricción se incubó 3 h a 37°C para enzimas clásicas o 20 min a 37°C para las 

electroforesis en un gel de agarosa. 

3.14.7. Secuenciación de ADN 

La identidad de los plásmidos clonados y de los productos de PCR se estudió 

mediante secuenciación de terminación de la cadena de tipo Sanger en el Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca. 

Para la detección de mutaciones en los dos alelos de los genes silenciados por 

CRISPR/Cas9, en algunos casos se envió una mezcla en agua ultrapura de 50 ng del 

exón diana amplificado por PCR a partir de ADN genómico (apartado 3.14.4.) y 3,3 

pmol del primer forward específico empleado para la PCR (tabla MM-4). 
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3.15. ESTUDIOS IN SILICO PARA LA CARACTERIZACIÓN DE 

PROTEÍNAS 

Las características fisicoquímicas de las proteínas de interés producidas en E.coli 

se determinaron con la herramienta gratuita online IPC 2.0 (Kozlowski, 2021). 

La herramienta gratuita online Phyre2 se empleó para predecir la estructura de 

las proteínas silenciadas por tecnología CRISPR/Cas9, tanto en su forma completa 

como truncada. Las estructuras generadas y los archivos del Protein Data Bank se 

visualizaron con el software Chimera 1.14. 

3.16. ANÁLISIS Y TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 

Para la determinación de la significación estadística (p) se aplicó la prueba t de 

valores pareados o no pareados según correspondía. En los casos donde se 

compararon tres o más grupos, se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) para valores 

pareados o no, cuya significación fue corregida por el test de Bonferroni para 

comparaciones múltiples. 

El tratamiento de los datos para ambos estudios fue realizado con los programas 

Excel de Microsoft Office y GraphPad Prism 6. 

El análisis y la creación de mapas dosis-respuesta con los resultados de 

mortalidad para distintas combinaciones de fármacos se realizó en RStudio con el 

programa SynergyFinder 2.0.

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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CONCLUSIÓN PRIMERA: 

El patrón de expresión de bombas de expulsión de fármacos en carcinoma 

hepatocelular y colangiocarcinoma, a pesar de presentar una notable variabilidad 

interindividual, se caracteriza por la elevada expresión de MDR1, MRP1, MRP4, MRP5 y 

BCRP en el primero, y MDR1, MRP1 y MRP3 en el segundo. Este fenotipo podría estar 

implicado en la resistencia intrínseca de los tumores hepáticos a fármacos que son 

sustratos de estas bombas de la superfamilia ABC y señala a estas proteínas como 

potenciales dianas en el desarrollo de nuevas estrategias para mejorar la respuesta al 

tratamiento farmacológico.  

CONCLUSIÓN SEGUNDA: 

Los fármacos de primera línea empleados en el tratamiento del carcinoma 

hepatocelular, es decir, el sorafenib, y del colangiocarcinoma, esto es, el cisplatino y la 

gemcitabina, inducen la expresión de proteínas ABC, especialmente de MRP1, MRP2 y 

BCRP, en células Alexander derivadas de carcinoma hepatocelular. Esto puede 

aumentar su capacidad exportadora y, por lo tanto, su farmacorresistencia. Por el 

contrario, el tratamiento con estos fármacos de células TFK-1 derivadas de 

colangiocarcinoma reduce, mediante un mecanismo independiente de los factores de 

transcripción SOX2, SOX9 y SOX17, la expresión de MRP1 y MRP2, lo que limita su 

capacidad de expulsar los sustratos de estas bombas. 

CONCLUSIÓN TERCERA: 

La edición génica mediante tecnología CRISPR/Cas9 ha permitido desarrollar 

modelos celulares monoclonales de células Alexander con anulación de la expresión 

funcional de MRP1, MRP2, MRP4 y MRP5, que se han revelado como herramientas 

útiles en la determinación de la capacidad de distintos fármacos para interaccionar 

con estas bombas. 

CONCLUSIÓN CUARTA: 

Utilizando los modelos celulares de silenciamiento estable de la expresión de 

bombas de la familia MRP, se ha podido demostrar que los fármacos inhibidores de 

receptores con actividad tirosina quinasa (TKIs) tivozanib, ponatinib y lenvatinib son 

capaces de inhibir el transporte mediado por las bombas MRP1 y MRP2; que el 
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sorafenib inhibe el transporte mediado por MRP4 y MRP5; y que el regorafenib inhibe 

selectivamente MRP5. Esta capacidad de los TKIs podría aumentar la concentración 

intracelular de fármacos expulsados por estas proteínas, lo que sugiere su potencial 

utilidad en terapias combinadas para superar la resistencia a otros agentes 

antitumorales. 

CONCLUSIÓN QUINTA: 

Se ha puesto a punto un método para la expresión y purificación de proteínas en 

bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3) mediante el uso de columnas de afinidad de Ni-

NTA y el método de fraccionamiento de flujo campo-flujo asimétrico (AF4), que ha 

permitido obtener las proteínas recombinantes Tat-CAT y Tat-SOX17.  

CONCLUSIÓN SEXTA: 

La presencia del péptido Tat en las proteínas Tat-CAT y Tat-SOX17 les confiere la 

capacidad de atravesar la membrana plasmática de las células de mamífero en cultivo. 

Además, la presencia de SOX17 en la proteína Tat-SOX17 le otorga la propiedad de 

alcanzar el núcleo celular.  

CONCLUSIÓN SÉPTIMA: 

Mediante la transducción con lentivirus portadores de la secuencia codificante 

de interés se han generado líneas celulares estables derivadas de células embrionarias 

de riñón (HEK293T) capaces de sintetizar y secretar al medio de cultivo la proteína 

AFPsp-SOX17-TatR.  

CONCLUSIÓN OCTAVA: 

El tratamiento de células de colangiocarcinoma con la proteína AFPsp-SOX17-

TatR producida y secretada por las células manipuladas a tal fin, consigue aumentar los 

niveles del supresor tumoral SOX17 en el núcleo y alterar la expresión génica de las 

células receptoras. Esta estrategia podría ser la base para el desarrollo de una nueva 

terapia celular adoptiva adyuvante, por ejemplo, frente a tumores con baja expresión 

de SOX17 como el colangiocarcinoma. 
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