
FACULTAD DE BIOLOGÍA 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y FARMACOLOGÍA 

 

 
 
 

CARACTERIZACIÓN DEL RESISTOMA EN EL ADENOCARCINOMA 

GÁSTRICO. 

 NUEVAS ESTRATEGIAS DE QUIMIOSENSIBILIZACIÓN 

 
 
 

TESIS DOCTORAL 

Laura Pérez Silva 

 

2022 

  



  



FACULTAD DE BIOLOGÍA 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y FARMACOLOGÍA 

 

 
 
 

CARACTERIZACIÓN DEL RESISTOMA EN EL ADENOCARCINOMA 

GÁSTRICO. 

 NUEVAS ESTRATEGIAS DE QUIMIOSENSIBILIZACIÓN 

 
 
 

Memoria presentada por Dña. Laura Pérez Silva para optar al Título de 
Doctor por la Universidad de Salamanca 

 

Salamanca, 25 de Marzo de 2022 

 



  



I 
 

D. JOSÉ JUAN GARCÍA MARÍN, DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y 

FARMACOLOGÍA DE LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA 

CERTIFICA: 

Que la Memoria titulada ”Caracterización del resistoma en el adenocarcinoma gástrico. 

Nuevas estrategias de quimiosensibilización” presentada por Dña. Laura Pérez Silva para 

optar al Título de Doctor por la Universidad de Salamanca, ha sido realizada bajo la 

dirección conjunta del Dr. D. José Juan García Marín, Catedrático del Departamento de 

Fisiología y Farmacología, el Dr. D. Óscar Briz Sánchez, Profesor Contratado Doctor del 

Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad de Salamanca, y la Dra. Dña. 

Elisa Herráez Aguilar, Profesora Contratado Doctor del Departamento de Fisiología y 

Farmacología de la Universidad de Salamanca, y bajo la tutorización de la Dra. Dña. María 

Concepción Pérez Melero Profesora Titular del Departamento de Ciencias Farmacéuticas 

de la Universidad de Salamanca. 

 Y para que así conste, expide y firma la presente certificación en Salamanca a día 25 de 

marzo de dos mil veintidós. 

 

 

Fdo. José Juan García Marín 

  



  



III 
 

Dña. MARÍA ÁNGELES CASTRO GONZÁLEZ, COORDINADORA DEL PROGRAMA DE 

DOCTORADO EN FARMACIA Y SALUD DE LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA 

CERTIFICA:  

Que la Memoria titulada ”Caracterización del resistoma en el adenocarcinoma gástrico. 

Nuevas estrategias de quimiosensibilización” presentada por Dña. Laura Pérez Silva para 

optar al Título de Doctor por la Universidad de Salamanca, ha sido realizada bajo la 

dirección conjunta del Dr. D. José Juan García Marín, Catedrático del Departamento de 

Fisiología y Farmacología, el Dr. D. Óscar Briz Sánchez, Profesor Contratado Doctor del 

Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad de Salamanca, y la Dra. Dña. 

Elisa Herráez Aguilar, Profesora Contratado Doctor del Departamento de Fisiología y 

Farmacología de la Universidad de Salamanca, y bajo la tutorización de la Dra. Dña. María 

Concepción Pérez Melero Profesora Titular del Departamento de Ciencias Farmacéuticas 

de la Universidad de Salamanca. 

 Y para que así conste, expide y firma la presente certificación en Salamanca a día 25 de 

marzo de dos mil veintidós. 

 

 

Fdo. María Ángeles Castro González 

  



  



V 
 

D. JOSÉ JUAN GARCÍA MARÍN, CATEDRÁTICO DEL DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y 

FARMACOLOGÍA, D. ÓSCAR BRIZ SÁNCHEZ, PROFESOR CONTRATADO DOCTOR DEL 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y FARMACOLOGÍA, y Dña. ELISA HERRÁEZ AGUILAR, 

PROFESORA CONTRATADO DOCTOR DEL DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y 

FARMACOLOGÍA DE LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA 

CERTIFICAN: 

Que la Memoria titulada ”Caracterización del resistoma en el adenocarcinoma gástrico. 

Nuevas estrategias de quimiosensibilización” presentada por Dña. Laura Pérez Silva para 

optar al Título de Doctor por la Universidad de Salamanca, ha sido realizada bajo su 

dirección conjunta en el Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad de 

Salamanca. 

Y para que así conste, expide y firma la presente certificación en Salamanca a día 25 de 

marzo de dos mil veintidós. 

 

 

Fdo. José Juan García Marín     Fdo. Óscar Briz Sánchez 

 

 

 

Fdo. Elisa Herráez Aguilar 

 

 

  



  



VII 
 

Dña. MARÍA CONCEPCIÓN PÉREZ MELERO, PROFESORA TITULAR DEL DEPARTAMENTO DE 

CIENCIAS FARMACÉUTICAS  

CERTIFICA: 

Que la Memoria titulada ”Caracterización del resistoma en el adenocarcinoma gástrico. 

Nuevas estrategias de quimiosensibilización” presentada por Dña. Laura Pérez Silva para 

optar al Título de Doctor por la Universidad de Salamanca, ha sido realizada bajo su 

tutorización en el Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad de 

Salamanca. 

Y para que así conste, expide y firma la presente certificación en Salamanca a día 25 de 

marzo de dos mil veintidós. 

 

 

 

Fdo. María Concepción Pérez Melero 



  



 

IX 
 

FINANCIACIÓN 

La doctoranda ha disfrutado durante la realización de esta Tesis Doctoral de un Contrato 

Contratos Predoctoral de Formación en Investigación en Salud (PFIS), del Instituto de 

Salud Carlos III (FI17/00149) financiado por el del Instituto de Salud Carlos III y el Fondo 

Social Europeo. 

El desarrollo del trabajo experimental incluido en esta Memoria ha sido financiado en 

parte con cargo al CIBERehd (Instituto de Salud Carlos III), y a los siguientes proyectos de 

investigación:  

Fondo de Investigaciones Sanitarias, Instituto de Salud Carlos III. Proyectos de 

investigación en salud (AES 2016). Modalidad proyectos en salud cofinanciados con 

Fondos FEDER. Proyecto PI16/00598 “Quimiorresistencia del adenocarcinoma gástrico: 

Caracterización de su huella genética y superación mediante edición genómica 

programada basada en CRISPR/Cas9”. Investigador Principal: José Juan García Marín. 

Periodo: 2017-2019. 

Comisión Europea. IMI2 Actions. Translational Safety Biomarker Pipeline (TransBioLine): 

“Enabling development and implementation of novel safety biomarkers in clinical trials 

and diagnosis of disease”. Investigador principal: José Juan García Marín. Periodo: 2019-

2024. 

Universidad de Salamanca. Programa I para la financiación de grupos de Investigación. 

Proyectos de investigación. Modalidad C2. ”Papel de las oxidorreductasas en las 

alteraciones hormonales asociadas a la colestasis intrahepática gestacional. Búsqueda de 

nuevas dianas terapéuticas”. Investigador Principal: Elisa Herráez Aguilar. Periodo:2019-

2021. 

Fondo de Investigaciones Sanitarias, Instituto de Salud Carlos III. Proyectos de 

investigación en salud (AES 2019). Modalidad proyectos en salud cofinanciados con 

Fondos FEDER. Proyecto PI19/00819 “Interés pronóstico y terapéutico de las proteínas 

SLC y ABC en adenocarcinomas hepáticos y gastrointestinales”. Investigador Principal: 

José Juan García Marín, Óscar Briz Sánchez (coIP). Periodo: 2020-2022. 



X 
 

Fondo de Investigaciones Sanitarias, Instituto de Salud Carlos III. Proyectos de 

Investigación en Salud (AES 2019) Modalidad proyectos en salud cofinanciados con 

Fondos FEDER. Proyecto PI19/00189 “Identificación de biomarcadores diagnóstico y 

pronóstico en pacientes con cáncer biliar”. Investigador Principal: Rocío I Rodríguez 

Macías. Periodo: 2021-2023. 

Consejería de Educación, Junta de Castilla y León. Proyecto SA074P20. “Reajustes 

personalizados en el tratamiento farmacológico del carcinoma hepatocelular basados en 

la heterogeneidad tumoral y la aparición de sensibilización colateral”. Investigador 

principal: José Juan García Marín. Periodo 2021-2023. 

  



 

XI 
 

PUBLICACIONES 

Parte de los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral han sido 

publicados como artículos en las siguientes revistas: 

Al-Abdulla, R., Perez-Silva, L., Abete, L., Romero, M.R., Briz, O., Marin, J.J.G. Unraveling 

'The Cancer Genome Atlas' information on the role of SLC transporters in anticancer drug 

uptake. Expert review of clinical pharmacology. 2019; 12: 329-341. 

Perez-Silva, L., Al-Abdulla, R., Lozano, E., Macias, R.I.R., Herraez, E., Abad, M., Segues, N., 

Bujanda, L., Briz, O., Marin, J.J.G. Sensitizing gastric adenocarcinoma to chemotherapy by 

pharmacological manipulation of drug transporters. Biochemical pharmacology. 2020; 

171: 113682 (Co-autoria). 

Briz, O., Perez-Silva, L., Al-Abdulla, R., Abete, L., Reviejo, M., Romero, M.R., Marin, J.J.G. 

What "The Cancer Genome Atlas" database tells us about the role of ATP-binding cassette 

(ABC) proteins in chemoresistance to anticancer drugs. Expert opinion on drug 

metabolism & toxicology. 2019; 15: 577-593. 

Marin, J.J.G., Perez-Silva, L., Macias, R.I.R., Asensio, M., Peleteiro-Vigil, A., Sanchez-

Martin, A., Cives-Losada, C., Sanchon-Sanchez, P., Sanchez De Blas, B., Herraez, E., Briz, 

O., Lozano, E. Molecular Bases of Mechanisms Accounting for Drug Resistance in Gastric 

Adenocarcinoma. Cancers (Basel), 2020;12. 

Así mismo, la doctoranda ha participado en otros proyectos de los que se han derivado 

las siguientes publicaciones:  

Lozano, E., Asensio, M., Perez-Silva, L., Banales, J.M., Briz, O., Marin, J.J.G. MRP3-

Mediated Chemoresistance in Cholangiocarcinoma: Target for Chemosensitization 

Through Restoring SOX17 Expression. Hepatology. 2020; 72: 949-964. 

Perez-Silva, L., Sanchez-Vicente, L., Molina-Alcaide, E., Marin, J.J.G., Herraez, E. 

Evaluation of the promiscuous component of several bacterial export pumps TolC as a 

biomarker for toxic pollutants in feedstuffs. Chemico-biological interactions. 2019; 305: 

195-202. 



XII 
 

Los resultados de esta Tesis Doctoral se han publicado en forma de abstract en revistas o 

en libros de abstracts tras su presentación en congresos:  

Pérez-Silva, L., Al-Abdulla, R., Lozano, E.,Herráez, E., Macías, R.I.R., Abad, M., Segués, N., 

Bujanda, L., Briz, O., Marín, J.J.G. Inhibición del transporte de fármacos antitumorales por 

bombas ABC como estrategia de quimiosensibilización en el cáncer gástrico. 43rd Annual 

meeting of the Spanish Society of Biochemistry and Molecular Biology (SEBBM). Formato 

online, 19-22/07/2021. Tipo de comunicación: poster. Book of abstracts 2021 p.34. 

González-Santiago, JM., Pérez-Silva, L., Al-Abdulla, R., Lozano, E.,Herráez, E., Macías, 

R.I.R., Abad, M., Martín-Arribas, M.I., Segués, N., Bujanda, L., Briz, O., Marín, J.J.G. 

Sensibilización farmacológica a la quimioterapia en el Adenocarcinoma Gástrico. LXXX 

Congreso de la Sociedad Española de Patología Digestiva (SEPD) Formato online, 6-

7/05/2021. Tipo de comunicación: oral. 

Pérez-Silva, L., Al-Abdulla, R., Lozano, E.,Herráez, E., Macías, R.I.R., Abad, M., Segués, N., 

Bujanda, L., Briz, O., Marín, J.J.G. Sensibilización farmacológica a la quimioterapia en el 

adenocarcinoma gástrico. XIV Jornadas Científicas CIBERehd. Formato online, 9-

11/11/2020. Tipo de comunicación: poster. 

Pérez-Silva, L., Al-Abdulla, R., Espinosa-Escudero, R.A., Lozano, E.,Herráez, E., Macías, 

R.I.R., Segués, N., Abad, M., Briz, O., Bujanda, L., Marín, J.J.G. Papel de las proteínas 

exportadoras de fármacos ABCC4 y ABCC5 en la quimiorresistencia del cáncer gástrico. 

22ª Reunión anual de la Asociación Española de Gastroenterología (AEG). Madrid, 20-

22/03/2019 Tipo de comunicación: poster. Publicado en: Gastroenterología y 

Hepatología. 42, ISSN 0210-5705. 

Pérez-Silva, L., Espinosa-Escudero, R.A., Lozano, E., Al-Abdulla, R., Macías, R.I.R., Herráez, 

E., Bañales, J.M., Bujanda, L., Briz, O., Serrano, M.A., Marín, J.J.G. Papel de las bombas 

ABCC4 y ABCC5 en la quimiorresistencia del cáncer gástrico. 41 Congreso de la Sociedad 

Española de Bioquímica y Biología Molecular (SEBBM). Santander, 10-13/09/2018. Tipo de 

comunicación: poster. 



 

XIII 
 

La doctoranda ha participado en otros proyectos de los que se han derivado entre otras, 

las siguientes participaciones en congresos:  

Lozano, E., Asensio, M., Pérez-Silva, L., Sanchón-Sánchez, P., Reviejo, M., Serrano, M.A., 

Bañales, J.M., Briz, O., Marín, J.J.G. MRP3-mediated chemoresistance in 

cholangiocarcinoma: Target for chemosensitization through restoring SOX17 expression. 

XIV Jornadas Científicas CIBERehd. Formato online, 9-11/11/2020. Tipo de comunicación: 

poster. 

Macias, R.IR., Lozano, E., Asensio, M., Pérez-Silva, L., Bañales, J.M., Monte, M.J., Romero, 

M.R., Herráez, E.,Briz, O., Marín, J.J.G. Role of the tandem SOX17-MRP3 in the poor 

response of cholangiocarcinoma to chemotherapy. 2020 Annual Conference 

Cholangiocarcinoma Foundation. Formato online, 22-24/07/2020. Tipo de comunicación: 

poster. 

Asensio, M., Lozano, E., Pérez-Silva, L., Monte, M.J., Herráez, E., Bañales, J.M., Briz, O., 

Marín, J.J.G. MRP3-mediated chemoresistance in cholangiocarcinoma: Target for 

chemosensitization through restoring SOX17 expression. Workshop: "Primary Liver 

Cancer - Emerging Concepts and Novel Treatments". Mainz (Alemania), 13-14/02/2020. 

Tipo de comunicación: poster. Libro de abstracts 2020, página 43 (abstract nº 3). 

Lozano, E., Asensio, M., Pérez-Silva, L., Bañales, J.M., Monte, M.J., Romero, M.R., 

Herráez, E.,Briz, O., Marín, J.J.G. Role of the tandem SOX17-MRP3 in the poor response of 

cholangiocarcinoma to chemotherapy. EASL Liver Cancer Summit 2020 Praga (República 

Checa), 6-8/02/2020. Tipo de comunicación: poster. Abstract book Liver Cancer Summmit 

2020, p. 133, 2020. 

Lozano, E., Asensio, M., Pérez-Silva, L., Bañales, J.M., Briz, O., Marín, J.J.G. SOX17 reduce 

la expresión de la bomba exportadora de fármacos MRP3 en el colangiocarcinoma y 

aumenta su respuesta a la quimioterapia. 1ª Reunión de Hepatología Translacional. Status 

Quo y nuevos horizontes en el estudio del hígado. AEEH. San Sebastián, 4-5/10/2019. Tipo 

de comunicación: oral. 



XIV 
 

Asensio, M., Lozano, E., Cives-Losada C., Carrillo, J., Abete, L., Briz, O., Al.Abdulla, R., 

Alonso-Peña, M., Pérez-Silva, L., Armengol, C., Marín, J.J.G., Macías R.I.R. Role of 

transportome in chemoresistance of hepatoblastoma. XXXIX Congreso de la Sociedad 

Española de Ciencias Fisiológicas (SECF). Cádiz (España), 18-21/09/2018. Tipo de 

comunicación: póster. Journal of Physiology and Biochemistry, 71: 90. 

Monte, M.J., Blázquez, A.M.G., Macías, R.I.R., Cives-Losada C., Iglesia, A., Pérez-Silva, L., 

Peleteiro-Vigil, A., Romero, M.R., Pérez, M.J., Marín, J.J.G. Bile acid traffic across the 

mammary gland: Implications on lactation during maternal cholestasis. XXV International 

Bile Acid Meeting: Bile Acids in Health and Disease 2018. Dublin (Irlanda), 6-7/07/2018. 

Tipo de comunicación: póster. 

Lozano, E., Briz, O., Asensio, M., Pérez-Silva, L., Monte, M.J., Pérez, M.J., Herráez, E., 

Romero, M.R., Serrano, M.A., Macías, R.I.R., Bujanda, L., Bañales, J.M., Marín, J.J.G. 

Sensitization of cholangiocarcinoma to chemotherapy by SOX17-induced down-regulation 

of drug export pumps ABCC3 and ABCG2. The international liver congress, EASL. París 

(Francia), 11-15/04/2018. Tipo de comunicación: póster. Journal of Hepatology, 2018, 

68(1): S679. 

Lozano, E., Asensio, M., Briz, O., Pérez-Silva, L., Herráez, E., Romero, M.R., Pérez, M.J., Al-

Abdulla, Alonso-Peña, M., Peleteiro-Vigil, A., Jiménez, F., Monte, M.J., Bujanda, L., 

Bañales, J.M., Marín, J.J.G. Sensibilización del colangiocarcinoma a la quimioterapia por 

represión de las bombas exportadoras de fármacos ABCC3 y ABCG2 inducida por la 

sobreexpresión de SOX17. 43º Congeso Anual de la Asociación Española para el Estudio 

del Hígado (AEEH) Madrid (España), 21-23/02/2018. Tipo de comunicación: póster. 

Gastroenterología y Patología, Volumen 41, Especial Congreso 1, Febrero 2018. 

Asensio, M., Lozano, E., Pérez-Silva, L., Monte, M.J., Peleteiro-Vigil, A., Bujanda, J.M., 

Bañales, J.M., Briz, O., Marín, J.J.G. SOX17-induced selective enhanced sensitivity of 

cholangiocarcinoma cells to antitumor drugs by down-regulation of MRP3 and BCRP 

export pumps. The 1st FEBS3+ Joint Meeting of the French-Portuguese-Spanish 

Biochemical and Molecular Biology Societies, XL SEBBM Congress. Entidad organizadora: 

Sociedad Española de Bioquímica y Biología Molecular (SEBBM) y Federación Europea de 



 

XV 
 

Sociedades Bioquímicas (FEBS). Barcelona (España), 23-26/10/2017. Tipo de 

comunicación: oral. 

Lozano, E., Briz, O., Asensio, M., Pérez-Silva, L., Monte, M.J., Bujanda, J.M., Bañales, J.M., 

Marín, J.J.G. SOX17 selectively sensitizes cholangiocarcinoma cells to anticancer drugs by 

interfering with the promoter activation of export pumps ABCC3 and ABCG2. EASL 

Monothematic Conference “Cholangiocytes in health and disease: from basic science to 

novel treatments”. Oslo (Noruega), 9-10/06/2017. Tipo de comunicación: póster. 

  



XVI 
 

 

  



 

XVII 
 

AGRADECIMIENTOS 

Tras escribir todo lo que se puede ver en las páginas posteriores, me doy cuenta de que 

he dejado para el final quizás la parte más difícil, y es resumir en pocas líneas todo el 

agradecimiento hacía las personas que me han acompañado durante estos años, tanto 

dentro como fuera del laboratorio, y que han allanado, cada uno a su manera, el camino 

que me ha traído hasta aquí. 

En primer lugar a mis directores de Tesis, 

Al Dr. José Juan García Marín, por haber confiado en mí y haberme brindado la 

oportunidad de pertenecer a este equipo no solo en una sino en dos ocasiones. Por tu 

dedicación a mi formación, y el apoyo recibido, no solo en lo profesional, sino también en 

lo personal. 

Al Dr. Óscar Briz Sánchez, no imagino haber llegado hasta aquí sin todo el trabajo que has 

dedicado en los últimos años a mi formación. Gracias por sacar tiempo no solo para 

experimentos sino también para miles de charlas de entender resultados. Eres, sin duda, 

la estrella polar de los Predocs, no solo nos guías, sino que eres capaz de mostrarnos la 

luz cuando solo vemos sombras, haces que todo sea más fácil. 

A la Dra. Elisa Herráez Aguilar, por tu confianza, creer en mí y valorar mi trabajo. Por ese 

atrevimiento que al final nos ha llevado a encontrar cosas inesperadas y que no habrían 

ocurrido sin ti. Gracias por los miles de consejos a lo largo de estos años y las grandes 

ideas que han ayudado a dar forma a esta Tesis. 

Al resto del grupo Hevepharm, 

A la Dra. Mª Ángeles Serrano, por estar siempre en todo, ser capaz de solucionar 

cualquier trámite administrativo por difícil que parezca. Por tu capacidad de esfuerzo, 

mostrando que con trabajo se puede llegar donde se quiera. 

A la Dra. Mª Jesús Monte, por ser esa luchadora nata contra la entropía que podría 

consumirnos en el laboratorio. Porque cada día nos enseñas que con orden todo es más 

sencillo. 



XVIII 
 

A la Dra. Rocío I. R. Macías, nunca olvidaré el día que me “fichaste”, primer día del 

Máster, y llamada al despacho de la directora… siempre dispuesta a ayudar sacando 

tiempo para ello pese a estar en mil frentes. 

A la Dra. Marta R. Romero, mi “compi” del banco de células. Gracias por todos tus 

consejos, por cuidar tanto a todos los del 118, y sobre todo por ser la otra mami, un 

ejemplo a seguir en un mundo donde la maternidad parece casi imposible. 

A la Dra. Elisa Lozano, de tu mano di mis primeros pasos en un laboratorio, y fuiste tú 

quien me inculcaste las ganas de trabajar en ciencia. Me alegra que ahora sea a la inversa 

y seas tú quien me siga en la dura vida del Crossfitero. Gracias por ser esa compañera y 

amiga, dentro y fuera del laboratorio. Gracias por escuchar y aconsejarme.  

A la Dra. Maitane Asensio, nuestra “lab manager”, y a la Dra. Marta Alonso, de vosotras 

tengo la experiencia de ver el final de la Tesis Doctoral, pero también me llevo unas 

grandes compañeras dispuestas a ayudar en lo que sea. Lo mismo puedo decir de la 

reciente Dra. Ana Peleteiro, mi compi desde el primer día, contigo empecé este camino, y 

casi a la vez lo terminamos.  

Al Dr. Álvaro Gacho y a Ricky, el “chico de la banda”, los dos me habéis hecho las tardes 

en el 118 mucho más amenas, hemos pasado grandes momentos y risas en ese rincón del 

departamental, y en vosotros he encontrado grandes amigos. 

A la Dra. Sara Ortiz, llegaste hace poco y nos trajiste nuevas ideas y mejoras; a Bea y a 

María, porque entrar al 129 y encontraros se traduce en salir de allí con ganas de comerse 

el mundo. 

A Candela, siempre dispuesta a ayudar, poseedora de toda la información posible del 

laboratorio. Muchísimas gracias por tu ayuda incondicional todos estos años. 

 A Anabel, mi compañera del CRISPR, porque tu trabajo puso los cimientos a parte del 

mío, gracias por enseñarme tanto de esta técnica. 

A Paula, mi compi de risas, la más rápida del laboratorio, que nada cambie tu manera de 

ver el mundo.  



 

XIX 
 

A Emilia, por tu alegría y positivismo, el laboratorio no sería lo mismo sin ti. 

A aquellos que me dieron los mejores consejos cuando estaba lejos, gracias al Dr. Walter 

Kolch y al Dr. Jens Rauch del SBI de Dublín, que me ayudaron a encontrar el camino; y a 

mis tías Marina y Puri que confiaron en mí y me apoyaron en mi salto al vacío. 

A los Crossfitados, sin deporte la vida no es igual, pero sin los amigos que se crean es 

imposible vivirla con la misma intensidad, 

A Diana y Raúl, porque con vosotros empezó todo, el origen de la piña, habéis sido parte 

de mi vida en los momentos más importantes y habéis dotado de significado a la palabra 

amistad. 

A Merchán, Gorka, David, Sergio, Laurita, Javi, Irene y Moni, por las tardes en Villa Hiru, 

por los viajes y las tardes de piscina. Porque un WOD es menos duro cuando coincidimos 

y los latigazos, heridas, contracturas y moratones se llevan de otra manera cuando son 

compartidos. 

A mi familia, 

A mis padres, sois los que me habéis traído hasta aquí, me habéis convertido en quien 

soy. Gracias por enseñarme a luchar por los sueños, gracias por haber estado a mi lado en 

cada paso, y estar siempre dispuestos a todo porque sea feliz. 

A mi sister, porque Marina, eres mi compañera de vida, no me imagino mi vida sin 

tenerte cerquita, porque nadie como tú para ayudarme cuando tengo dudas, para 

apoyarme cuando lo he necesitado, por ver en mí más de lo que nadie ha visto.  

A Alberto, por estar siempre, escucharme y soñar conmigo. Me has hecho fuerte cuando 

lo he necesitado, y sobre todo, me has enseñado a mirar todo con una nueva perspectiva. 

Gracias por embarcarte en este y otros mil viajes conmigo, y por ser ese incansable 

compañero de aventuras, el barco solo acaba de zarpar. 

A Marco, lo mejor que me llevo de esta Tesis. Porque contigo he podido desconectar, 

sonreír y disfrutar cada día. Contigo he aprendido a dar importancia a las cosas que de 

verdad la tienen, y creo que no hay nada más difícil que eso.  



XX 
 

 

 

 

 



 

XXI 
 

  

 

Para Marco, mi descubrimiento 
más importante;                                    

y para todos los descubrimientos 
que están por llegar. 



XXII 
 

  



 

XXIII 
 

ABREVIATURAS 

5-FU: 5-Fluorouracilo  

ABC: ATP-binding cassette  

ABCC: Familia C de proteínas ABC 

ACG: Adenocarcinoma gástrico 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ADN complementario 

ADNg: ADN genómico 

AINE: Antiinflamatorio no esteroideo 

ANOVA: Análisis de la varianza 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

ARNsg: ARN guía 

ATP: Adenosín trifosfato 

BSA: Albúmina sérica bovina 

CA: Antígeno carbohidratado 

Cas9: CRISPR asociated protein 9 

CEA: Antígeno carcinoembrionario 

CF: Carboxifluoresceína 

COI: Capecitabina, Oxaliplatino e Irinotecan 

CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

DE: Desviación estándar 

DMEM: Dulbecco´s modified Eagle medium 

ECF: Epirrubicina, cisplatino, 5-FU 

ECX: Epirrubicina, cisplatino, capecitabina 



XXIV 
 

EEM: Error estándar de la media 

EGFP: Enhanced green fluorescent protein 

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

EOF: Epirrubicina, Oxaliplatino, 5-FU 

EOX: Epirrubicina, oxaliplatino, capecitabina 

F: Forward Primer para PCR 

FBS: Suero bovino fetal 

FLOT: 5-FU, Leucovorina, Oxaliplatino y Docetaxel 

FOLFOX: Leucovorina cálcica, 5-Fluorouracilo y Oxaliplatino 

GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa  

GIST: Tumores del estroma gastrointestinal 

HCC: Carcinoma hepatocelular 

HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il-etanosulfónico 

HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 

HGQT: Huella genética de quimiorresistencia tumoral 

HPRT1: Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 

IC50: Concentración inhibitoria 50 

IC75: Concentración inhibitoria 75 

IF: Inmunofluorescencia 

IRES: Internal ribosome entry side 

KO: Knockout 

MDR: Resistencia a múltiples fármacos  

MOI: Multiplicidad de infección 

MPR: Mecanismo de farmacorresistencia 

MRP: Proteína asociada a la resistencia a múltiples fármacos 

NT: No tumoral 



 

XXV 
 

OATP: Polipéptido transportador de aniones orgánicos 

OCT: Transportador de cationes orgánicos 

OMS: Organización mundial de la Salud 

pb: pares de bases 

PBS: Tampón fosfato salino 

PG: Pepsinógeno 

PGE: Edición genética programada  

R: Reverse Primer para PCR 

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay 

rpm: Revoluciones por minuto  

RT-qPCR: Transcripción reversa y PCR cuantitativa 

shARN: short hairpin ARN 

SLC: Proteína transportadora de solutos 

SNP: Single nucleotide polymorphism 

T: Tumoral 

TBS: Tampón Tris salino 

TEM: Transición epitelial-mesenquimal 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante β 

TKI: Inhibidor de tirosina quinasas 

TLDA: Taqman Low-Density Arrays 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral α 

TYMP: Timidina fosforilasa 

UAF: Unidades arbitrarias de fluorescencia 

VEGFR: Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular 

VIM: Vimentina 

WT: Wild type 



XXVI 
 

  



 

XXVII 
 

ÍNDICE 

 Objetivos ............................................................................................................... 1 

 Introducción .......................................................................................................... 5 

2.1. EL ESTÓMAGO 7 

2.2 CÁNCER GÁSTRICO 9 

2.2.1. Epidemiología ................................................................................................................... 9 

2.2.2. Clasificación .................................................................................................................... 10 

2.2.3. Etiología y patogenia del adenocarcinoma gástrico ...................................................... 12 

2.2.4. Diagnóstico ..................................................................................................................... 19 

2.2.5. Tratamiento .................................................................................................................... 20 

2.3. MECANISMOS DE FARMACORRESISTENCIA 25 

2.3.1. Transporte de fármacos (MPR-1) ................................................................................... 26 

2.3.2. Metabolismo de fármacos (MPR-2) ............................................................................... 28 

2.3.3. Dianas farmacológicas (MPR-3) ..................................................................................... 30 

2.3.4. Mecanismos de reparación del DNA (MPR-4) ................................................................ 30 

2.3.5. Cambios en el balance apoptosis/supervivencia celular (MPR-5) ................................. 32 

2.3.6. Microambiente tumoral (MPR-6) ................................................................................... 34 

2.3.7. Transformaciones fenotípicas (MPR-7) .......................................................................... 35 

 Materiales y Métodos .......................................................................................... 37 

3.1. MATERIAL BIOLÓGICO 39 

3.1.1. Muestras humanas ......................................................................................................... 39 

3.1.2. Modelos animales .......................................................................................................... 39 

3.1.3. Líneas celulares .............................................................................................................. 41 

3.1.4. Bacterias ......................................................................................................................... 41 

3.2. PRODUCTOS 41 

3.3. MEDIOS INSTRUMENTALES 44 

3.4. CULTIVOS CELULARES 48 

3.4.1. Cultivo de células para estudios de expresión génica y estudios de funcionalidad de 
proteínas transportadoras ....................................................................................................... 49 

3.4.2. Cultivo de células para estudios de viabilidad celular .................................................... 49 



XXVIII 
 

3.4.3. Edición genética mediante CRISPR/Cas9........................................................................ 49 

3.4.4. Transducción de células con lentivirus ........................................................................... 51 

3.4.5. Cultivo de células para selección de clones ................................................................... 51 

3.5. EXPERIMENTOS IN VIVO 51 

3.6. CULTIVO DE BACTERIAS 53 

3.6.1. Transformación de bacterias por choque térmico ......................................................... 53 

3.6.2. Selección de colonias y crecimiento en medio líquido .................................................. 53 

3.6.3. Purificación del ADN plasmídico de cultivos de bacterias ............................................. 54 

3.7. PRODUCCIÓN DE VECTORES VIRALES 54 

3.7.1. Fundamento ................................................................................................................... 54 

3.7.2. Producción de las partículas virales ............................................................................... 54 

3.7.3. Titulación por citometría de flujo ................................................................................... 55 

3.7.4. Determinación de la multiplicidad de infección (MOI) y condiciones de transducción 
óptimas ..................................................................................................................................... 56 

3.8. MÉTODOS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR 56 

3.8.1. PCR de alta fidelidad ...................................................................................................... 56 

3.8.2. Electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizante ................................................ 57 

3.8.3. Purificación del ADN contenido en geles de agarosa y reacciones enzimáticas ............ 57 

3.8.4. Purificación del ADN genómico procedente de cultivos celulares ................................. 57 

3.8.5. Digestión con enzimas de restricción ............................................................................. 57 

3.8.6. Secuenciación de ADN .................................................................................................... 58 

3.8.7. Ensayo de detección de escisiones en el genoma o test de la endonucleasa T7........... 58 

3.9. TÉCNICAS DE CLONACIÓN 59 

3.9.1. Clonación de la secuencia codificante de MRP4 en el plásmido de lentivirus pWPI ..... 59 

3.9.2. Generación de plásmidos portadores de sh-ARN (short hairpin ARns) ......................... 60 

3.9.3. Clonación de las guías para el sistema CRISPR/Cas9 ...................................................... 61 

3.10. ANALISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-PCR CUANTITATIVA 62 

3.10.1. Extracción y cuantificación del ARN total .................................................................... 62 

3.10.2. Transcripción reversa (RT) ............................................................................................ 62 

3.10.3. Realización de la PCR cuantitativa (qPCR) .................................................................... 62 

3.10.4. Tarjetas microfluídicas ................................................................................................. 63 

3.10.5. Cuantificación relativa .................................................................................................. 63 

3.11. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 64 

3.11.1. Soluciones empleadas .................................................................................................. 64 



 

XXIX 
 

3.11.2. Obtención de homogenados de cultivos celulares ...................................................... 65 

3.11.3. Obtención de crudos de membranas de cultivos celulares ......................................... 65 

3.11.4. Procedimiento .............................................................................................................. 65 

3.11.4.1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) .................. 65 

3.11.4.2. Transferencia ......................................................................................................... 66 

3.11.4.3. Inmunodetección .................................................................................................. 66 

3.11.4.4. Revelado ................................................................................................................ 66 

3.12. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR INMUNOFLUORESCENCIA 66 

3.12.1. Soluciones empleadas .................................................................................................. 66 

3.12.2. Preparación de las muestras ........................................................................................ 67 

3.12.3. Inmunodetección ......................................................................................................... 68 

3.13. ESTUDIOS DE TRANSPORTE IN VITRO 68 

3.13.1. Soluciones utilizadas .................................................................................................... 69 

3.13.2. Experimentos de funcionalidad de las bombas MRPs y selección de clones............... 69 

3.14. ESTUDIOS IN SILICO 69 

3.14.1. Expresión de genes en muestras de pacientes ............................................................ 69 

3.14.2. Diseño de cebadores .................................................................................................... 70 

3.14.3. Diseño de oligonucleótidos para el sistema CRISPR/Cas9 ........................................... 73 

3.15. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 75 

3.15.1. Determinación de la viabilidad celular por el test del azul de Tripán .......................... 75 

3.15.2. Determinación de la viabilidad celular por el test de MTT .......................................... 75 

3.15.3. Determinación de la viabilidad celular por el test de la sulforrodamina ..................... 76 

3.15.4. Valoración de proteínas totales ................................................................................... 77 

3.15.5. Parámetros bioquímicos en suero ............................................................................... 77 

3.15.6. Medida de sorafenib por HPLC-MS/MS ....................................................................... 77 

3.16. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 78 

 Resultados y Discusión I: Quimiosensibilización Farmacológica del    

Adenocarcinoma Gástrico ........................................................................................... 79 

4.1. ANTECEDENTES 81 

4.2. RESULTADOS 84 

4.2.1. Identificación de la huella genética de quimiorresistencia del ACG .............................. 84 

4.2.2. Caracterización del transportoma de una línea celular de ACG .................................... 98 



XXX 
 

4.2.3. Quimiosensibilización in vitro de células de ACG a fármacos antitumorales .............. 103 

4.2.4. Quimiosensibilización in vivo de células de ACG al sorafenib ...................................... 105 

4.3. DISCUSIÓN 108 

 Conclusiones ...................................................................................................... 115 

 Bibliografía ......................................................................................................... 119 

 English Summary ................................................................................................ 155 

 

  



1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Objetivos 
 

 

 

  



 

2 
 

O
b

je
ti

v
o

s
 

In
tr

o
d

u
cc

ió
n

 
M

a
te

ri
a

le
s 

y 
M

é
to

d
o

s
 

R
e

su
lt

ad
o

s
 y

 
D

is
c

u
s

ió
n

 
C

o
n

c
lu

si
o

n
es

 
B

ib
li

o
g

ra
fí

a
 

E
n

g
li

sh
 S

u
m

m
a

ry
 

 

  



 

3 
 

O
b

je
tiv

o
s

 
In

tro
d

u
cc

ió
n

 
M

a
te

ria
le

s y 
M

é
to

d
o

s
 

R
e

su
ltad

o
s

 y 
D

isc
u

s
ió

n
 

C
o

n
c

lu
sio

n
es

 
B

ib
lio

g
ra

fía
 

E
n

g
lish

 S
u

m
m

a
ry

 
 

El cáncer de estómago es una enfermedad agresiva y de mal pronóstico que causa más de 

700.000 muertes cada año en el mundo, ocupando la quinta posición en incidencia anual 

por tumores malignos. La mayoría de los cánceres gástricos diagnosticados son 

adenocarcinomas (ACG) originados en las glándulas de la mucosa gástrica. Su alta tasa de 

mortalidad se debe, principalmente, a que se diagnostican en estadios avanzados de la 

enfermedad cuando la resección quirúrgica ya no es aconsejable. Además el tratamiento 

farmacológico disponible es poco eficaz debido a la alta quimiorresistencia que presenta 

el ACG. 

Existe una gran variedad de mecanismos de quimiorresistencia en las células tumorales, 

que en ocasiones se presentan de forma simultánea en el tumor, pudiendo actuar de 

forma sinérgica. La consecuencia es la aparición del fenotipo de resistencia a múltiples 

fármacos (MDR, del inglés Multidrug Resistance), que limita las opciones de tratamiento 

farmacológico y condiciona el pronóstico de los pacientes. La identificación de la huella 

genética de quimiorresistencia (HGQT) del ACG podría ayudar a desarrollar estrategias de 

quimiosensibilización del tumor. La presencia en el ACG de niveles altos de expresión de 

la bomba de expulsión de fármacos MRP4, podría desempeñar un papel relevante en el 

desarrollo de la farmacorresistencia de este tipo de tumores y constituir una diana 

farmacológica para el desarrollo de estrategias de quimiosensibilización. Aunque esta 

proteína tiene la capacidad de reconocer como sustratos algunos fármacos, se desconoce 

su papel en el transporte de los fármacos antitumorales que se utilizan en el tratamiento 

de primera o segunda línea frente al ACG. 

Por otro lado, el desarrollo del fenotipo de malignidad del ACG que incluye aspectos 

como la proliferación celular, la progresión del tumor y la falta de respuesta a los agentes 

farmacológicos esta favorecido por la aparición de alteraciones en la expresión de genes 

supresores de tumores. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos como objetivo global de esta 

Tesis Doctoral la identificación de la HGQT del cáncer gástrico, centrándonos en el papel 

del transportoma en la quimiorresistencia del ACG, y en especial la proteína MRP4, como 

base para el desarrollo de nuevas terapias quimiosensibilizantes de este tipo de tumor. 
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Para alcanzar dicho objetivo global, se plantearon los siguientes objetivos parciales: 

Objetivo 1: Identificar los mecanismos determinantes de la falta de respuesta del ACG a 

la quimioterapia antitumoral mediante la identificación de la HGQT. 

Objetivo 2: Llevar a cabo la evaluación preclínica de una estrategia de 

quimiosensibilización del ACG basada en la inhibición de bombas exportadoras de 

fármacos de la familia ABCC. 

Objetivo 3: Investigar el papel de la bomba MRP4 en la resistencia del ACG a distintos 

fármacos antitumorales utilizados en el tratamiento de este tumor. 

Objetivo 4: Desarrollar, mediante edición genómica programada (PGE) basada en el 

sistema CRISPR/Cas9, sublíneas celulares de ACG con silenciamiento de bombas ABC, para 

utilizarlos como modelos celulares en el desarrollo de una estrategia de 

quimiosensibilización por inhibición de estos transportadores. 

Objetivo 5: Generar modelos celulares de ACG con pérdida de expresión de genes 

supresores tumorales, utilizando estrategias basadas en CRISPR/Cas9, para identificar su 

papel en la farmacorresistencia del ACG. 
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2.1. EL ESTÓMAGO 

El estómago (Figura I-1A) es la parte del tracto digestivo donde tiene lugar la fase gástrica 

de la digestión. Las funciones generales de este órgano son i) el almacenamiento y mezcla 

del alimento ingerido y la regulación de su paso al intestino delgado; ii) la digestión 

química y mecánica del alimento; iii) la protección del cuerpo mediante la destrucción de 

agentes patógenos. Además, mediante la secreción de diferentes hormonas el estómago 

es capaz de controlar diversos procesos fisiológicos como son la secreción gástrica 

(gastrina, histamina y somatostatina), el apetito (grelina) y el balance energético (péptido 

liberador de gastrina).  

 

Figura I-1. Anatomía e histología del estómago. Partes anatómicas del estómago (A). Células que 
forman las glándulas principales de la mucosa del fundus y el cuerpo (B). 

El cardias y el antro son similares histológicamente y protegen al esófago (cardias) o al 

duodeno (antro) del ácido y de las diferentes enzimas presentes en las secreciones 

gástricas. Ambos están formados principalmente por células mucosas encargadas de 

secretar bicarbonato y un moco viscoso que protege las células de la acción del ácido 

clorhídrico (HCl). Además de estas células, el antro pilórico contiene células G secretoras 

de gastrina. Por otro lado, la mucosa del fundus y el cuerpo no presenta diferencias a 

nivel histológico. Ambos están formados por las llamadas glándulas principales o fúndicas 

las cuales presentan varios tipos de células (Figura I-1B): 
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 Células mucosas: secretoras del moco que actúa como capa protectora. 

 Células parietales: situadas en la parte más profunda de la glándula gástrica, 

secretan: 

o  HCl: importante en la destrucción de los microorganismos ingeridos así 

como en la desnaturalización de las proteínas. 

o El factor intrínseco: este factor forma complejos con la vitamina B12 

favoreciendo su absorción. 

 Células principales: estas células de la glándula gástrica secretan: 

o Pepsinógeno: es la proenzima que tras su escisión da lugar a la pepsina, 

responsable de la digestión proteica. 

o Lipasa gástrica: se secreta con la pepsina, y constituye, junto con lipasa 

lingual, el grupo de lipasas ácidas, que no requieren ácidos biliares o 

colipasas para alcanzar la actividad enzimática óptima. Las lipasas ácidas 

contribuyen al 30 % de la hidrólisis de los triglicéridos durante la digestión 

en el adulto. 

 Células neuroendocrinas: estas células son responsables de liberar distintas 

hormonas, ya sean con función paracrina (histamina), endocrina (gastrina), o bien 

con ambas funciones (serotonina). Dentro de este grupo de células destacan: 

o Células D: secretan somatostatina, hormona inhibidora de la secreción 

gástrica. 

o Células G: estas células se encuentran en la parte más profunda de la 

glándula gástrica y son las encargadas de secretar gastrina, estimuladora 

de la secreción ácida del estómago. 

o Células ECL (células similares a las enterocromafines): localizadas 

principalmente en el cuerpo y en el fundus, secretan histamina, la cual 

estimula la secreción ácida del estómago. 

 Células precursoras: células madre encargadas de renovar el epitelio glandular.  
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2.2 CÁNCER GÁSTRICO 

El cáncer de estómago es una enfermedad agresiva y de mal pronóstico y, pese a que en 

las últimas décadas su incidencia y mortalidad ha sufrido un leve descenso (Sung et al. 

2021), sigue ocupando el quinto puesto en el orden de incidencia de los distintos tipos de 

cáncer, con más de un millón de nuevos casos diagnosticados cada año en todo el mundo, 

y se sitúa en cuarta posición en lo que se refiere al número de muertes debidas al cáncer 

(GLOBOCAN 2020) (Figura I-2A). La gran mayoría de los tumores gástricos que se 

diagnostican son malignos y, de estos, aproximadamente el 90 % son adenocarcinomas 

gástricos (ACG), que se originan en células de la mucosa gástrica. El resto de tumores 

gástricos son los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) y, con menor frecuencia, 

linfomas y sarcomas (Karimi et al. 2014). 

2.2.1. Epidemiología 

La tasa de incidencia del cáncer gástrico es más del doble en hombres que en mujeres 

(Ferlay et al. 2010) y aumenta con la edad, situándose la media del diagnóstico entre los 

65 y 75 años. En cuanto su heterogénea distribución geográfica, la mayor prevalencia del 

ACG se encuentra en Asia, donde se diagnosticaron en 2020 el 75,3 % de estos tipos de 

cáncer, seguida de Europa (12,5 %) y América del Sur (6,2 %). En el lado contrario se 

encuentran la mayoría de los países de África y América del Norte, donde la incidencia de 

este tipo de tumor no supera el 3 %. Los estudios en la población de Estados Unidos han 

relevado que la incidencia en los distintos grupos raciales también es diferente, con una 

gran diferencia entre la población blanca no latina y el resto de las etnias, llegando a 

duplicarse en la población afroamericana y los asioamericanos (Siegel et al. 2014). En 

España, la incidencia del cáncer gástrico presenta niveles de incidencia medios (Figura I-

2B). Castilla y León presentan una incidencia superior a la media nacional (Garcia-

Esquinas et al. 2009). Todas estas diferencias sugieren la importancia no solo de la 

susceptibilidad genética, sino también de los diversos factores ambientales.  
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Figura I-2. Tumores con mayor incidencia y mortalidad en 2020 según la OMS. El cáncer de 
estómago se sitúa en quinta posición respecto a incidencia y cuarta respecto en número de 
muertes a nivel mundial (A). En España se repite el mismo patrón tanto de incidencia como de 
mortalidad que en el resto del mundo (B). 

2.2.2. Clasificación 

El cáncer gástrico es una enfermedad heterogénea que presenta características 

epidemiológicas e histopatológicas variadas. Es importante conocer las diferentes 

particularidades del cáncer puesto que influyen no solo en el pronóstico, sino también en 

la respuesta al tratamiento. Como se ha dicho anteriormente, la mayoría de los pacientes 

con cáncer gástrico sufren ACG, del cual se pueden distinguir diferentes tipos atendiendo 

a sus características histológicas o moleculares. 

Los sistemas de clasificación histológica más conocidos son el sistema descrito por Lauren 

en 1965 (Lauren 1965), y el promovido por la Organización mundial de la Salud (OMS) 

(Tabla I-1) (Mihailovici et al. 2002). Según la clasificación de Lauren se distinguen dos 

subtipos: 

ACG de tipo entérico o intestinal: estos tumores son los más frecuentes y se caracterizan 

por presentar un patrón glandular definido. La estructura de las glándulas varía de 

tumores bien a pobremente diferenciados, y crecen siguiendo un patrón expansivo no 

infiltrativo. Estos tumores aparecen frecuentemente en el antro y se han asociado a 

lesiones premalignas, como la gastritis crónica (Gore 1997; Dicken et al. 2005).  
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ACG difuso: este tipo de tumores se caracterizan por la presencia de células no cohesivas 

e infiltraciones profundas en la pared del estómago con poca o nula formación de 

glándulas (Werner et al. 2001). A diferencia de los anteriores la influencia ambiental es 

menor y aparecen más frecuentemente en pacientes jóvenes, presentando un peor 

pronóstico.  

En algunos pacientes los tumores pueden presentar características de ambos tipos. En 

esos casos se clasifican como carcinomas mixtos (Fenoglio-Preiser et al. 2000).  

Tabla I-1. Sistemas de clasificación de los carcinomas gástricos según Lauren y la OMS 
(Adaptado de Yakirevich and Resnick 2013).23639640). 

Lauren Organización Mundial de la Salud 

Tipo intestinal Adenocarcinoma papilar 
 Adenocarcinoma tubular 
 Adenocarcinoma mucinoso 

Tipo Difuso 
Carcinoma poco cohesivo (incluyendo el 
carcinoma de células en anillo de sello y 

otras variantes) 

Tipo mixto 
Tipo mixto, mezcla de glandular 

(papilar/tubular) y poco cohesivo/células 
en anillo 

Indeterminado Carcinoma indiferenciado 
 Carcinoma adenoescamoso 
 Carcinoma con estroma linfoide 
 Adenocarcinoma hepatoide 
 Carcinoma de células escamosas 

 

A diferencia de la clasificación de Lauren, la OMS ha desarrollado un sistema de 

clasificación basado en el grado de semejanza con el tejido intestinal metaplásico, 

distinguiendo principalmente cuatro subtipos: papilar, tubular, mucinoso y de células en 

anillo de sello (Tabla I-1) (Fenoglio-Preiser et al. 2000; Werner et al. 2001).  

En las últimas décadas se han propuesto otros sistemas de clasificación basados en los 

avances en genómica y en análisis de alto rendimiento que permiten diferenciar mejor los 

distintos tipos de tumores a nivel molecular y, por tanto, un tratamiento más 

personalizado (Chia and Tan 2016). En la clasificación molecular del cáncer gástrico se 

tiene en cuenta la presencia de mutaciones génicas, la inestabilidad cromosómica, los 

cambios transcripcionales y el estatus epigenético. 
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2.2.3. Etiología y patogenia del adenocarcinoma gástrico 

Una de las causas de la alta mortalidad de estos tipos de tumores es que suele 

diagnosticarse en estadios avanzados debido a que los síntomas iniciales son 

inespecíficos, y muy similares a los que aparecen en la gastritis crónica. El cáncer gástrico 

es, además, una enfermedad multifactorial resultado de un proceso de varias etapas, y 

que en más del 90 % de los casos está relacionado con la infección por Helicobacter pylori 

(Petryszyn et al. 2020). En el caso del ACG, se ha propuesto un modelo secuencial de su 

desarrollo, la denominada “Cascada de Correa”, que describe la secuencia de lesiones 

histológicas que culminarían con la aparición del adenocarcinoma. El proceso comenzaría 

con el proceso inflamatorio en el antro desencadenado por factores ambientales, siendo 

el más importante la infección con H. pylori, esto conllevaría a la evolución a las distintas 

lesiones premalignas, gastritis crónica atrófica, metaplasia intestinal y displasia y, 

finalmente, el cáncer (Correa and Piazuelo 2012; Correa et al. 2006). Los diferentes 

factores de riesgo que propician el desencadenamiento de esta cascada y resultarían en 

el desarrollo de ACG son:  

Infección por H. pylori 

Se consideran dos posibles causas por las que la infección por H. pylori favorece la 

carcinogénesis: la acción indirecta del H. pylori sobre el epitelio gástrico causando 

inflamación crónica y la acción directa de las bacterias sobre las células epiteliales por 

medio de la inducción de mutaciones del ADN y la activación de vías de supervivencia 

(Chiba et al. 2008). 

Dieta 

El alto consumo en sal, alimentos ahumados y carne roja está relacionado con un 

aumento en la probabilidad de padecer ACG. Por el contrario, la ingesta de verdura y 

fruta fresca se asocia a una protección frente a este tipo de cáncer debido probablemente 

al aporte de vitamina C, folato y carotenoides (Wiseman 2008; Dungal 1961). 
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Uso de fármacos 

El uso de estatinas para el tratamiento de la hipercolesterolemia se ha asociado a un 

menor riesgo de padecer diversos tipos de cáncer, entre ellos el cáncer gástrico (Wu et al. 

2013). Por otro lado, la ingesta de antiinflamatorios no esteroideos presenta una relación 

inversa con el riesgo de padecer ACG, probablemente porque este tipo de fármacos 

pueden tener un efecto protector (Abnet et al. 2009). 

Obesidad 

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo del ACG, promoviendo la 

aparición de diferentes lesiones premalignas (Chow et al. 1998). 

Reflujo gastroesofágico 

El riesgo de padecer ACG es de 2 a 4 veces mayor en los pacientes con antecedentes de 

reflujo gastroesofágico (Farrow et al. 2000). El reflujo gastroesofágico está detrás del 

desarrollo del esófago de Barret, afección que consiste en la modificación del 

revestimiento esofágico a un epitelio tipo intestinal, y que en un bajo porcentaje de casos 

deriva en la aparición de un adenocarcinoma esofágico (Nakanishi et al. 2021).  

Factores genéticos 

Solo entre el 1 y el 3 % de los cánceres gástricos son consecuencia de síndromes 

hereditarios (Lynch et al. 2005), siendo la aparición de diferentes lesiones premalignas de 

carácter no hereditario, principalmente, el origen del ACG. Sin embargo, tanto en un caso 

como en otro, se han descrito alteraciones genéticas vinculadas a la aparición de este tipo 

de tumor. Dentro de estos cambios genéticos se incluyen: i) silenciamiento de genes 

supresores tumorales o activación de oncogenes; ii) inestabilidad cromosómica e 

inestabilidad de microsatélites; y iii) cambios epigenéticos (Yakirevich and Resnick 2013). 

Las diferentes alteraciones genéticas propician, además, la aparición de características de 

malignidad tumoral consecuencia de alteraciones en diversas cascadas de señalización 

celular, que promueven el aumento de la supervivencia celular, la proliferación celular 

y/o la inhibición de la apoptosis.  
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Entre las vías de señalización más frecuentemente alteradas en el ACG destacan las vías 

de señalización del factor nuclear NF-B y la ruta Wnt/β-catenina, desreguladas en el 70 

% de los pacientes de cáncer gástrico (Ooi et al. 2009; Marin et al. 2020). En el caso de la 

ruta del factor nuclear NF-B, está vía se activa durante la inflamación producida por la 

infección por H. pylori, induciendo la expresión de citoquinas pro-inflamatorias, así como 

la transcripción de genes con efectos proliferativos y antiapoptóticos, como la ciclina D1, 

o las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 o Bcl-XL (Karin and Lin 2002; Karin et al. 2002; Kang 

et al. 2008). Por otro lado, la ruta Wnt/β-catenina que también es desregulada debido a la 

infección por H. pylori, promueve la movilización de la β-catenina desde la membrana 

plasmática hacia el citoplasma y su posterior acumulación en el núcleo. Por tanto, la 

activación aberrante de la ruta Wnt/β-catenina produce un aumento de la proliferación 

celular, de la angiogénesis, y la inhibición de la apoptosis, así como de la activación de 

genes involucrados en la diferenciación de las células epiteliales gastrointestinales 

(Murata-Kamiya et al. 2007), y promueve la aparición de propiedades de células madre 

(Yong et al. 2016). Muchos miembros de esta vía de señalización presentan alteraciones 

en su expresión o aparecen mutados en pacientes de cáncer gástrico. Este es el caso de 

los genes Wnt-1 y Wnt-5 (Mao et al. 2014; Kurayoshi et al. 2006), sobreexpresados en 

cáncer gástrico, o el gen SOX10 cuya expresión está disminuida (Tong et al. 2014). Pero, 

entre todas las alteraciones de la vía, destacan las producidas por la alteración de la 

expresión de APC, CDH1 y CTNNB1: 

 APC: APC es un supresor tumoral cuyo impacto en otros tipos tumorales ya ha sido 

descrito. Se ha identificado la presencia de mutaciones en este gen entre el 20 y el 

40 % de los ACG de tipo intestinal, mientras que en los de tipo difuso la incidencia 

de mutaciones no llega al 2% (Tahara 2004). Su inactivación evita la degradación 

de la β-catenina en el proteasoma, favoreciendo su actividad y acumulación en el 

núcleo, lo que desencadena una proliferación celular descontrolada, aumento de 

la angiogénesis e inhibición de la apoptosis. 

 CTNNB1: CTNNB1 es el oncogén que codifica para la β-catenina, y para el que no 

existe consenso acerca de su papel en la carcinogénesis en la bibliografía. Por un 

lado, algunos autores afirman que este gen está mutado en alrededor del 30 % de 
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los tumores de tipo intestinal y difuso, conduciendo a la acumulación nuclear de 

β-catenina y la activación constitutiva de la vía Wnt/β-catenina (Clements et al. 

2002; Park et al. 1999; Ogasawara et al. 2006). Sin embargo, algunos estudios de 

la incidencia de mutaciones en este gen reportan una baja frecuencia de estas en 

estos tipos de tumores (Candidus et al. 1996; Sasaki et al. 2001).  

 CDH1: este gen codifica para la proteína E-cadherina, involucrada en la adhesión 

celular y en la regulación de la vía de señalización Wnt/β-catenina al mantener 

anclada a la membrana plasmática la β-catenina. Cuando CDH1 está mutado, la β-

catenina es liberada al citoplasma donde se acumula para posteriormente entrar 

en el núcleo. Respecto al papel en ACG de esta proteína, no hay acuerdo en la 

bibliografía. Mutaciones inactivantes de este gen son comunes sobre todo en el 

ACG difuso de tipo hereditario (Corso et al. 2012; Cavallaro and Christofori 2004). 

La frecuente inactivación de CDH1 en el avance del tumor ha llevado a integrarlo 

en el grupo de supresores tumorales. Sin embargo, no se ha encontrado 

asociación entre esta inactivación y supervivencia (Ibarrola-Villava et al. 2015). 

La ruta de señalización PI3K/AKT/mTOR es una vía que participa en procesos de 

proliferación, supervivencia y crecimiento celular, movilidad, apoptosis y autofagia, y cuya 

alteración se da en multitud de enfermedades, incluyendo el cáncer gástrico. Son muchos 

los genes implicados en esta ruta, entre ellos, en cáncer gástrico destaca la implicación de 

PTEN y PIK3CA:  

 PTEN: Es un inhibidor de esta ruta de señalización, considerado un supresor 

tumoral porque su inactivación induce un aumento de la supervivencia celular, 

proliferación e invasión de las células cancerosas (Hu et al. 2019). La pérdida de 

expresión de PTEN generalmente se relaciona con estadios avanzados del tumor y 

la resistencia a la quimioterapia (S. Zhang and Yu 2010). Cabe destacar, que la 

caída de la expresión de PTEN se relaciona con una mayor invasividad en los 

tumores de tipo difuso, reflejando el valor diagnóstico de PTEN como biomarcador 

de malignidad (Rhode et al. 2021). 

 PIK3CA: este oncogén codifica la subunidad catalítica α de la fosfatidilinositol-4,5-

bisfosfato 3-quinasa (Fruman and Rommel 2014), que se sobreexpresa en muchos 
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tumores incluidos los tumores gástricos (Firoozinia et al. 2014; Abe et al. 2013; Li 

et al. 2005). 

La ruta ERK/MAPK es otra de las vías de señalización más estudiada en cáncer. En el caso 

del cáncer gástrico, son varios estudios los que han demostrado su implicación en la 

migración celular y la invasividad de las células tumorales (Akter et al. 2015). El 27 % de 

los ACG presentan sobreexpresión del receptor del factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR) (Kim et al. 2008), el cual activa entre otras, esta cascada de señalización. Por otro 

lado, entre un 7 % y un 34 % de los ACG presentan sobreexpresión del receptor 2 del 

factor de crecimiento epidérmico (HER2), siendo más frecuente en los tumores de tipo 

intestinal (Hofmann et al. 2008). Esta sobreexpresión es un evento temprano en el 

desarrollo del carcinoma, puesto que se ha descrito un aumento progresivo según avanza 

la displasia (Fassan et al. 2012). También se han identificado mutaciones activantes de 

KRAS que causan la activación de esta cascada independientemente de la señalización por 

EGFR o HER2. Estas mutaciones se han asociado a la infección por H. pylori, y solo están 

presentes en el ACG de tipo intestinal y no suelen aparecer en los ACG difusos (Gong et al. 

1999; Yakirevich and Resnick 2013). Por otro lado, el receptor del factor de crecimiento 

de hepatocitos (MET) se sobreexpresa en varios tipos de cáncer, entre ellos el esofágico y 

el gástrico (Jardim et al. 2014). Esta sobreexpresión está relacionada con un aumento de 

la proliferación celular y una mayor invasividad del tumor. También se han descrito 

mutaciones en este gen, pero aparecen raramente en ACG (Chen et al. 2001). 

Distintos miembros de la vía de señalización Hedgehog pueden sufrir alteraciones en su 

expresión debidas a la infección por H. pylori. Esta vía de señalización es importante en el 

desarrollo embrionario, la diferenciación, proliferación y mantenimiento de la 

diferenciación de algunos tejidos adultos. Debido a que en el tracto gastrointestinal las 

células epiteliales están en continua renovación, el buen funcionamiento de esta ruta es 

esencial. La sobreexpresión de algunos de sus miembros como son GLI1 o SHH se ha 

correlacionado con un fenotipo más agresivo, así como con la aparición de metástasis 

linfoide y un peor pronóstico (Yan et al. 2013; Niu et al. 2014). También cabe destacar, 

que la desregulación de la vía de señalización de Notch, importante en la regulación 

celular, la apoptosis y la diferenciación y de la vía de señalización Hippo, implicada en el 
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crecimiento celular y en el mantenimiento de la homeostasis en el tejido gastrointestinal, 

está implicada en la progresión del cáncer gástrico (Yeh et al. 2009), y en el inicio y 

desarrollo de metástasis (Zhou et al. 2013).  

Por otro lado, algunos genes implicados en la regulación del ciclo celular presentan 

alteraciones en su expresión que derivan en la carcinogénesis, debido, entre otros 

factores, a que son capaces de interferir en las vías de señalización comentadas 

previamente. Es el caso del factor de transcripción TP53, implicado en la regulación del 

ciclo celular, especialmente en respuesta al estrés celular, ya que puede detener la 

proliferación, inducir la reparación del ADN y, si es necesario, promover la muerte celular 

mediante la activación de la apoptosis. La pérdida de la expresión de p53 favorece, entre 

otras cosas, la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y como 

consecuencia aumenta el potencial angiogénico de las células cancerosas (Farhang 

Ghahremani et al. 2013). Además, la activación de la ruta PI3K/AKT induce la 

supervivencia celular mediante la inactivación de este supresor tumoral. 

También implicado en la regulación del ciclo celular, se ha identificado recientemente un 

nuevo supresor tumoral implicado en la aparición del cáncer gástrico, el dominio de 

interacción rico en AT de la proteína A1 (ARID1A) (Cancer Genome Atlas Research 

Network, 2014). La pérdida de expresión de este gen se da en el 11-51,3 % de los tumores 

gástricos ( Abe et al. 2012; Wang et al. 2012). Esta proteína es una helicasa cuya 

expresión esta disminuida en las fases del ciclo celular S/G2/M, mientras que se 

sobreexpresa en la fase G0/G1, lo que apoya el papel de ARID1A en la regulación de la 

proliferación celular (Qadir et al. 2020). ARID1A regula diferentes procesos celulares 

cruciales en la prevención de la carcinogénesis mediante la regulación transcripcional de 

diversos proto-oncogenes y genes supresores de tumores (Qadir et al. 2021). Así por 

ejemplo, la pérdida de función de esta proteína por mutaciones sin sentido, induce la 

activación de la ruta PI3K/AKT promoviendo la carcinogénesis mediante la inhibición de la 

apoptosis, el incremento de la proliferación celular, la adhesión celular y la diferenciación 

(Samartzis et al. 2013; Yang et al. 2019). 
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Además de las alteraciones genéticas ya comentadas, la inestabilidad genómica y las 

alteraciones epigenéticas parecen tener un papel importante en la aparición y progresión 

del cáncer gástrico: 

 Inestabilidad genómica: la inestabilidad genómica se puede manifestar como un 

síndrome de inestabilidad cromosómica o de inestabilidad de microsatélites 

(Yakirevich and Resnick 2013). Esta última es consecuencia de disfunciones en el 

sistema de reparación de errores de apareamiento en el ADN y están implicadas 

las proteínas MLH1, PMS2, MLH2 y MLH6. El ACG con inestabilidad de 

microsatélites es más frecuente en pacientes de edad avanzada con tumores de 

tipo intestinal y localizados en el antro (Tahara 2004; Aarnio et al. 1999). En 

cuanto a la inestabilidad cromosómica, con pérdidas o ganancias cromosómica, 

estas aparecen en etapas tempranas de la carcinogénesis dando lugar a la 

aparición de un patrón aneuploide (Yakirevich and Resnick 2013).  

 Alteraciones epigenéticas: el silenciamiento de los genes puede ser consecuencia 

de la metilación de su promotor. En la progresión de gastritis a ACG aumenta la 

frecuencia de metilación del promotor en diversos genes, principalmente en las 

llamadas islas CpG, microARNs y ARNs no codificantes (Aarnio et al. 1999). Esta 

alteración en la metilación del ADN contribuye a aumentar la heterogeneidad del 

cáncer gástrico y se ha propuesto su estudio como biomarcador para su uso en 

diagnóstico y pronóstico (Qu et al. 2013). 

Estado socioeconómico 

La incidencia de infección con H. pylori es mayor en las clases sociales más bajas, que se 

suma a un menor acceso a alimentos frescos y mayor consumo de alimentos procesados 

en este grupo poblacional, lo que incrementa el riesgo de aparición de este tipo de tumor 

(Kelley and Duggan 2003).  
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2.2.4. Diagnóstico 

Signos y síntomas 

Las manifestaciones clínicas que aparecen con frecuencia cuando la enfermedad se 

encuentra en estadios avanzados, no son específicas, lo que dificulta el diagnóstico y hace 

que, en la mayoría de los casos, este se haga de forma tardía, cuando la resección 

quirúrgica ya no es una alternativa terapéutica aconsejable (Dicken et al. 2005). Alrededor 

de la mitad de los pacientes con ACG sufren dispepsia y en etapas avanzadas hasta un 95 

% presentan dolor epigástrico, acompañado generalmente de otros signos como son 

pérdida de peso y anorexia (Gore 1997). Otros síntomas como son náuseas y vómitos así 

como sensación de saciedad aparecen en tumores de gran volumen que obstruyen la luz 

gastrointestinal o tumores con un alto grado de infiltración que afecta a la distensión del 

estómago (JMarin et al. 2016).  

En etapas avanzadas, un examen físico puede revelar la presencia de masas abdominales 

palpables, obstrucción intestinal, hepatomegalia, ascitis, caquexia o edema en las 

extremidades inferiores. Las metástasis pueden detectarse examinando los ganglios 

linfáticos supraclavicular, axilar izquierdo o periumbilical (Gore 1997; Albert 1995). 

Marcadores tumorales  

Los marcadores tumorales pueden utilizarse tanto para el diagnóstico precoz como para 

el seguimiento del cáncer tras el tratamiento. Algunos de estos marcadores son el CEA 

(antígeno carcinoembrionario) y el CA19.9 (antígeno carbohidrato 19.9) que pueden estar 

elevados, aunque no son específicos de este tipo de tumor (Takahashi et al. 2003). 

Se ha sugerido la relación entre el pepsinógeno I y II (PGI y PGII) en suero como marcador 

de la progresión del ACG. Durante el desarrollo de la gastritis atrófica, la concentración en 

suero de PGI disminuye, mientras que los de PGII se mantienen, por lo que valores bajos 

de PGI/II se traducen en un mayor riesgo de ACG (Ren et al. 2009; Helget et al. 1992). 

También G-17 (gastrina-17), una hormona peptídica sintetizada por las células G del 

antro, se ha propuesto como posible marcador de cáncer gástrico. Sin embargo, en 

función de que la lesión sea en el cuerpo o en el antro, los valores de G-17 pueden 
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aumentar, disminuir o mantenerse normales, por lo que el valor predictivo de este 

marcador no está claro (Leung et al. 2008). 

Diversos estudios recientes han propuesto el uso de algunos marcadores serológicos más 

específicos y sensibles del cáncer gástrico, como es el caso de diferentes citoquinas con 

valor diagnóstico y pronóstico del ACG (Wu et al. 2019).  

Técnicas de diagnóstico por imagen 

La endoscopia es considerada la técnica más sensible para el diagnóstico en pacientes 

sospechosos de padecer ACG (Karpeh and Brennan 1998). Esta técnica permite visualizar 

la localización del tumor, su extensión y obtener biopsias para su estudio (Sadowski and 

Rabeneck 1997). Hasta el momento se han implementado diferentes técnicas 

endoscópicas, siendo la más prometedora la Narrow Band Imaging, técnica de alta 

resolución que permite observar el patrón mucoso con mayor detalle (Pasechnikov et al. 

2014; Yao et al. 2008). 

2.2.5. Tratamiento 

La resección quirúrgica es en la mayoría de los casos el tratamiento de elección, sin 

embargo, en muchas ocasiones, sobre todo en aquellas en las que el tumor ha sido 

diagnosticado en estadios avanzados o hay una recaída en la enfermedad lo que se 

recomienda es combinar la resección con otros tratamientos (Smyth et al. 2016). La 

resección puede ser total o parcial y suele ir acompañada de extirpación de los ganglios 

linfáticos (Orditura et al. 2014). Cuando el tumor es detectado en etapas tempranas, tras 

la resección quirúrgica la probabilidad de cura es superior al 50 %, sin embargo como ya 

se ha comentado anteriormente, esto no es lo que suele ocurrir. En los casos en los que el 

tumor ha metastatizado alcanzando otros órganos, la intervención quirúrgica no está 

recomendada y se debe emplear otros tipos de tratamientos para mejorar el pronóstico 

de los pacientes o de manera paliativa (Figura I-3) (Schauer et al. 2011). 
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Figura I-3. Algoritmo de tratamiento de pacientes de cáncer gástrico, adaptado de Smyth et al. 

2016. 

La quimioterapia neoadyuvante ha demostrado su utilidad para mejorar la supervivencia 

a 5 años de los pacientes del 23 al 36 % (Cunningham et al. 2006), por lo que está 

recomendada antes de la resección quirúrgica (Smyth et al. 2016). Sin embargo, los 

resultados obtenidos en pacientes con tumores en estadios avanzados no son buenos 

puesto que la tasa de respuesta es menor del 40 % y los efectos beneficiosos son a 

menudo incompletos o transitorios, lo que se traduce en una supervivencia de 7 a 10 

meses en los pacientes tratados en lugar de 3 a 4 meses cuando no reciben tratamiento 

(Rivera et al. 2007). La terapia usada más comúnmente es el régimen ECF, llamado así por 

combinar los fármacos epirrubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo (5-FU). Dado que la 

capecitabina, profármaco que es metabolizado en las células y convertido en 5-FU, puede 

suministrarse de forma oral mimetizando la infusión continua intravenosa de este 

fármaco, en ocasiones sustituye al 5-FU en el tratamiento combinado, en este caso el 

régimen quimioterapéutico se denomina ECX (Cunningham et al. 2008). Un estudio en 

fase 2/3 ha demostrado que la combinación FLOT (5-FU, leucovorina, oxaliplatino y 

docetaxel) mejora la tasa de supervivencia en los pacientes con tumores localizados tras 

la resección quirúrgica en comparación con los tratamientos ECF/ECX (Al-Batran et al. 

2019). Estas terapias combinadas, así como otras que consideran diferentes 

combinaciones con compuestos platinados (cisplatino y oxaliplatino), fluoropirimidinas 
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(5-FU y capecitabina) y taxanos (docetaxel y paclitaxel) mejoran el pronóstico de los 

pacientes, pero están asociadas a una alta toxicidad (Tabla I-2) (Van Cutsem et al. 2006). 

No existe un consenso para seleccionar los agentes antitumorales y la decisión se basa en 

cada caso en los resultados de las pruebas clínicas y de imagen realizadas al paciente. 

Para aquellos pacientes que no han recibido quimioterapia neoadyuvante está 

recomendado el uso de quimiorradioterapia o quimioterapia adyuvante. Sin embargo, la 

radioterapia adyuvante no ha demostrado un efecto aditivo en los casos en los que ya se 

ha aplicado quimioterapia neoadyuvante (Smyth et al. 2016). En términos generales, la 

radioterapia en ACG puede generar reacciones adversas severas principalmente en el 

intestino delgado cuyas células son más sensibles a la radioterapia. Estas reacciones 

pueden ir desde la aparición de edema, hemorragias y trastornos de electrolitos, 

pudiendo llegar a producir la muerte. Por todo ello es necesario desarrollar una 

tecnología más precisa capaz de delimitar el área de acción, e implementar un plan de 

radioterapia que tenga en cuenta los posibles factores que pueden influir en este tipo de 

tratamiento, como son los movimientos del diafragma durante la respiración o los 

cambios en el volumen y la movilidad gastrointestinal (Song et al. 2017). 

No hay suficientes estudios clínicos en pacientes de edad avanzada que, sin embargo, 

representan el mayor porcentaje de población con cáncer gástrico. Los tratamientos que 

se han estudiado en esta población son capecitabina + oxaliplatino, FOLFOX (leucovorina, 

5-FU y oxaliplatino) y la capecitabina usada como agente único, presentando todos estos 

estudios resultados muy similares en cuanto a tasa de supervivencia (Xiang et al. 2012; 

Lee et al. 2008; Catalano et al. 2013). 

Los pacientes con tumores inoperables o bien metastáticos mejoran su tasa de 

supervivencia y la calidad de vida al ser tratados con quimioterapia y no solo con 

tratamientos paliativos (Glimelius et al. 1997). Sin embargo, en estos casos hay que 

considerar las posibles comorbilidades así como la funcionalidad de todos los órganos 

internos. Estos pacientes suelen recibir tratamientos compuestos por dobles 

combinaciones de compuestos platinados y fluoropirimidinas, aunque hay meta-análisis 

que han demostrado una mejora significativa al añadir una antraciclina al tratamiento 

doble sin que haya grandes diferencias entre usar ECF, ECF, EOF (siendo O oxaliplatino), o 
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EOX ( Okines et al. 2009). También se considera como tratamiento de primera línea en 

estos casos los combinados que incluyen docetaxel, sin embargo, pese a estar asociados a 

una mayor tasa de supervivencia, también presentan mayores efectos tóxicos (Van 

Cutsem et al. 2006).  

En los tumores resistentes a los tratamientos de primera línea o bien en cánceres 

recurrentes, se usa una segunda línea de quimioterapia que consiste en irinotecán, 

taxanos (docetaxel o paclitaxel) usados solos o en combinación con paclitaxel (Smyth et 

al. 2016). Los tratamientos dirigidos presentan resultados prometedores. Por un lado, el 

anticuerpo monoclonal contra el receptor 2 del factor epidérmico (HER2), trastuzumab, 

ha demostrado mejorar la supervivencia en pacientes HER2 positivo aplicado junto con la 

quimioterapia habitual (Bang et al. 2010), por lo que se ha propuesto la combinación de 

trastuzumab, 5-FU y cisplatino como tratamiento de primera línea para este tipo de 

pacientes (Bang et al. 2010). Otros anticuerpos monoclonares como cetuximab, dirigidos 

al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en combinación con 

quimioterápicos de primera línea han conseguido en pacientes con cáncer gástrico en 

estadios avanzados, una tasa de remisión del 40 % (Lordick et al. 2010), sin embargo, 

otros estudios han demostrado que los anticuerpos monoclonales no presentan 

beneficios para los pacientes (Waddell et al. 2013). Por otro lado, anticuerpos contra el 

receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) como el bevacizumab, o 

inhibidores de los receptores tirosina quinasa (TKIs) como el sorafenib, el lapatinib o el 

pertuzumab están en diferentes fases de estudio y se utilizan como fármacos de segunda 

línea (Lv et al. 2016; Morishita et al. 2014).  

Se ha estudiado la posibilidad de otros tipos de tratamiento como son los inhibidores de 

las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPIs), los inhibidores del ciclo y la 

inmunoterapia (Kimata et al. 2002; Motwani et al. 2003; de Guillebon et al. 2015), que 

solos o en combinación con tratamientos ya conocidos, constituyen una nueva 

aproximación al tratamiento del cáncer gástrico, pero que necesitan de más 

investigación, principalmente de cara al diseño de tratamientos personalizados que 

permitan al paciente obtener los máximos beneficios de su tratamiento farmacológico.  
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Tabla I-2. Fármacos usados en el tratamiento del cáncer gástrico Adaptado de Marin et al. 
2016. 

Fármacos de primera línea Fármacos de segunda línea 

Principales fármacos: 
Cisplatino/Oxaliplatino 
5-FU/Tegafur/capecitabina 

   Irinotecan 
   Trastuzumab 
   Ramucirumab 
   Onartuzumab 
   Pertuzumab 
   Sorafenib 
   Lapatinib 

Regímenes: 
S1 (tegafur, gimeracil y oteracil) 
XELOX (capecitabina y oxaliplatino) 
FOLFIRI (irinotecan, leucovorina, 5-FU) 
FOLFOX4 (oxaliplatino, 5-FU, leucovorina) 
ECF (epirrubicina, cisplatino y 5-FU) 
DCF(docetaxel, cisplatino y 5-FU) 
ECX (epirrubicina, cisplatino y capecitabina) 
MacDonald (5-FU, leucovorina, radioterapia) 
FLOT (5-FU, leucovorina, oxaliplatino y 
docetaxel) 

 

Aunque en las últimas décadas se han llevado a cabo estudios para el desarrollo de 

nuevas terapias curativas del ACG, en la clínica apenas se observan los progresos de estos 

tratamientos (Okines et al. 2010; Van Cutsem et al. 2016), ya que, aunque se ha 

conseguido aumentar levemente la supervivencia de los pacientes combinando los 

diferentes tratamientos disponibles, la mortalidad sigue siendo muy elevada (Anderson et 

al. 2015). Esto es debido, en parte al resistoma, entendido como el conjunto de proteínas 

expresadas en el tumor que contribuyen a los mecanismos de resistencia farmacológica, y 

que aún no ha sido estudiado en profundidad. Por lo cual, la farmacología moderna, con 

el fin de mejorar esta situación, tiene como objetivos i) el desarrollo de herramientas que 

nos permitan predecir la falta de respuesta a la quimioterapia, y ii) la identificación de los 

mecanismos subyacentes que expliquen la refractariedad primaria o adquirida de las 

células tumorales a los fármacos antitumorales. Conocer mejor estos dos aspectos 

permitiría seleccionar el mejor tratamiento para cada paciente, así como desarrollar 

estrategias novedosas de sensibilización de las células de ACG a la quimioterapia para 

superar la resistencia (Marin et al. 2016). 
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2.3. MECANISMOS DE FARMACORRESISTENCIA 

Cuando el tumor es detectado en etapas tempranas, la tasa de supervivencia a cinco años 

es superior al 90 % (Lazar et al. 2009), sin embargo, cuando se detecta en estadios más 

avanzados, que es lo más común, la tasa de supervivencia cae en picado, siendo la media 

de supervivencia de los pacientes menor a doce meses, y llegando a sobrevivir 5 años solo 

el 8 % de los pacientes, debido, principalmente, a la presencia de metástasis (Schauer et 

al. 2011). Además, la quimioterapia disponible, ya sea en terapia neoadyuvante o 

adyuvante, o bien cuando se usa como tratamiento paliativo, es poco eficaz. Esto es 

debido a que el ACG es muy resistente a los fármacos utilizados habitualmente (Marin et 

al. 2016).  

Los mecanismos que contribuyen a la quimiorresistencia y refractariedad a los fármacos 

antitumorales se pueden clasificar en 7 grupos de mecanismos de resistencia 

farmacológica (MPR, del inglés “Mechanisms of Pharmacoresistance”) (Marin et al. 2009; 

Marin et al. 2020; Marin and Macias 2021). Estos suelen estar presentes de manera 

simultánea en el tumor y actuar de forma sinérgica. Como consecuencia, suele aparecer 

resistencia cruzada a diferentes fármacos antitumorales, lo que se denomina fenotipo de 

resistencia a múltiples fármacos o MDR, que se traduce en una importante limitación en 

cuanto a las opciones de tratamiento farmacológico, afectando de manera significativa a 

su tasa de éxito. A continuación, se detalla cómo cada uno de los diferentes MPR afecta a 

la falta de respuesta del ACG a la quimioterapia (Figura I-4). 
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Figura I-4. Representación esquemática de los mecanismos de farmacorresistencia (MPRs) 
presentes en la célula tumoral del ACG: reducción de la concentración intracelular del fármaco 
por una disminución de la captación (MPR-1a) o un aumento de la expulsión (MPR-1b); 
alteraciones en el metabolismo de los fármacos por una menor activación del profármaco o un 
mayor metabolismo del agente citotóxico (MPR-2); alteraciones en las dianas moleculares (MPR-
3); cambios en el sistema de reparación del ADN (MPR-4); desregulación de las rutas implicadas 
en la supervivencia celular o en la apoptosis (MPR-5); cambios en el microambiente tumoral 
(MPR-6) y transición epitelio-mesenquimal (EMT) (MPR-7). Imagen adaptada de Marin et al. 2020. 

2.3.1. Transporte de fármacos (MPR-1) 

Este grupo de MPRs incluye los mecanismos implicados en la reducción de la 

concentración intracelular de fármacos antitumorales, ya sea debido a una disminución 

de la captación de estos compuestos (MPR-1a), o a una mayor exportación de estos 

(MPR-1b). Su eficacia depende de los cambios de expresión y a la presencia de variantes 

genéticas que afectan a las proteínas que constituyen el “transportoma” (Marin et al. 

2009; Marin et al. 2012).  
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Transportadores de captación (MPR-1a) 

Varios transportadores presentes en la membrana plasmática pertenecientes a la 

superfamilia de proteínas SLC (“Solute Carriers”) desempeñan un papel determinante en 

la captación de fármacos. La mayoría de estas proteínas se expresan débilmente en las 

células de ACG (Obuchi et al. 2013; Al-Abdulla et al. 2020), sin embargo hay algunas 

excepciones como el transportador de cobre CTR1 (gen SLC31A1) cuya presencia puede 

determinar la sensibilidad al cisplatino (Al-Abdulla et al. 2020; Holzer et al. 2006). En 

cuanto a la familia de polipéptidos transportadores de aniones orgánicos “OATPs” (familia 

SLCO), se ha detectado en biopsias de ACG una mayor expresión de las isoformas 2B1, 

3A1, 4A1 y 5A1 que en el tejido gástrico sano (Zhao et al. 2016). Estos transportadores 

son responsables de la captación de irinotecán, docetaxel y metotrexato, y por lo tanto su 

expresión determina la sensibilidad del ACG a estos fármacos. 

Bombas de expulsión de fármacos (MPR-1b) 

 La superfamilia de transportadores dependientes de ATP (ABC) tiene la capacidad de 

expulsar de las células cancerosas una gran variedad de fármacos antitumorales, lo que 

reduce su efecto farmacológico. Una proteína de esta familia es la bomba de resistencia a 

múltiples fármacos (MDR1 o glicoproteína P, ABCB1), cuyo papel en la quimiorresistencia 

del ACG es controvertido. Por un lado, se ha descrito una expresión de baja a moderada 

en biopsias de ACG (Al-Abdulla et al. 2020). Además los análisis de inmunohistoquímica 

indican que la presencia de esta proteína es intracelular (de Oliveira et al. 2014), por lo 

que no podría desarrollar su actividad exportadora a través de la membrana plasmática. 

Sin embargo, otros autores han encontrado una expresión elevada de esta bomba en 

muestras de ACG recogidas de pacientes que no respondieron a la terapia basada en 

compuestos platinados (Zhai et al. 2019), y otros estudios in vitro han descrito una 

relación directa entre la expresión de MDR1 y la resistencia a cisplatino (Mo et al. 2016) y 

oxaliplatino (Wu et al. 2018). Por otra parte, MDR1 está implicada en la resistencia a 5-FU 

(Xia et al. 2016) y epirrubicina (Felipe et al. 2018). Además, el tratamiento farmacológico 

del ACG tiene la capacidad de modular la expresión de MDR1 y la sensibilidad a otros 

fármacos. Es el caso del sorafenib, el cual puede revertir la resistencia al cisplatino 

mediante una reducción de la expresión de MDR1 (Huang et al. 2015). 
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Por otro lado, las proteínas MRP1 (ABCC1), y MRP4 (ABCC4), de la familia ABC presentan 

una expresión elevada en ACG (Al-Abdulla et al. 2020). Tanto es así, que MRP1 se ha 

propuesto como marcador de resistencia en este tipo de tumores (Wongsirisin et al. 

2018). La expresión de esta bomba es elevada en pacientes y líneas celulares resistentes 

al cisplatino (Wongsirisin et al. 2018), y su sobreexpresión está implicada en la aparición 

de resistencia a la doxorrubicina, la cual se puede reducir mediante el uso de inhibidores 

de MRP1 (Xu et al. 2018c). En el caso de MRP4, su expresión también se ha relacionado 

con la resistencia al cisplatino (Zhang et al. 2010) y a una menor respuesta a fármacos 

como el dasatinib (Furmanski et al. 2013). En cuanto a MRP2 (ABCC2), su expresión en 

ACG es baja. Sin embargo, se ha descrito que la presencia de SNPs específicos en el ARNm 

modula la expresión de esta proteína y afecta a la efectividad del tratamiento 

encontrándose en estos casos una mayor resistencia al tratamiento basado en 

oxaliplatino y fluoropirimidinas (Al-Abdulla et al. 2020; Li et al. 2016). 

También la proteína de resistencia al cáncer de mama o BCRP (ABCG2), está implicada en 

la aparición de quimiorresistencia al cisplatino (Zhang et al. 2017). Su expresión se asocia 

a una menor tasa de supervivencia en los pacientes de ACG tratados con terapia basada 

en cisplatino (Yu et al. 2017b), así como como una mayor incidencia de recaídas en 

pacientes tratados con 5-FU (Yu et al. 2017a). Estos hallazgos han fomentado el desarrollo 

de estrategias para vencer la resistencia a los fármacos mediada por BCRP como es el 

caso del uso de ribozimas para disminuir los niveles de ARNm de esta proteína y así 

conseguir una mayor sensibilidad a la terapia (Kowalski et al. 2002). Por último, en cuanto 

a las proteínas de Menkes y Wilson (ATP7A y ATP7B, respectivamente), se han llegado a 

relacionar con la resistencia en el ACG, sin embargo su papel es controvertido (Chen et al. 

2007; Leonhardt et al. 2009). 

2.3.2. Metabolismo de fármacos (MPR-2) 

Dentro de este grupo se incluyen todos aquellos mecanismos responsables de la 

presencia de una baja proporción de agentes activos en el interior de la célula tumoral, 

debido a la inactivación de fármacos o a la menor activación de pro-fármacos. 
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En el ACG estos procesos suelen ser consecuencia de cambios en la expresión o la 

actividad de las enzimas metabólicas implicadas en la destoxificación de fármacos. Así por 

ejemplo, dentro del grupo de enzimas del citocromo P450, destaca en ACG el papel de 

CYP2A6 en la activación del profármaco tegafur a 5-FU (Ikeda et al. 2000). La presencia de 

variantes genéticas de esta enzima afecta a la sensibilidad de los tumores al 5-FU (Daigo 

et al. 2002, Jeong et al. 2017; Yang et al. 2017; Kim et al. 2016). También en relación a la 

activación del 5-FU, destaca el papel de la enzima timidina fosforilasa (TYMP) implicada 

en su biotransformación al metabolito activo. Su expresión, por tanto, está directamente 

relacionada con la sensibilidad a este fármaco, aunque su papel es aún controvertido 

(Noguchi et al. 2003; Sasako et al. 2015). Por otro lado, la sobreexpresión de la 

dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), enzima implicada en el catabolismo del 5-FU, 

reduce la de sensibilidad a este fármaco (Wang et al. 2016). 

Las metalotioneínas (MTs) son pequeñas proteínas ricas en cisteínas con un papel 

importante en los mecanismos de protección contra la toxicidad de muchos xenobióticos. 

No existe consenso respecto a su papel en la respuesta a la quimioterapia en pacientes de 

ACG. Por un lado, varios estudios describen la existencia de una relación directa entre su 

expresión y la refractariedad al irinotecan y al cisplatino (Chun et al. 2004; Suganuma et 

al. 2003), mientras que otros autores afirman que una mayor expresión de MT2A mejora 

la respuesta a la quimioterapia (Pan et al. 2016).  

Por otro lado, las tres isoenzimas principales de la glutatión-S-transferasa (GST), GSTM 

(mu), GSTT (theta) y GSTP (pi) que se expresan de forma generalizada en todo el tracto 

gastrointestinal son responsables de la resistencia en ACG a los derivados del platino, al 5-

FU y a la mitomicina C (Okuyama et al. 1994; Geng et al. 2013). 

Otras enzimas como son las carboxiesterasas, están implicadas en la conversión de los 

pro-fármacos capecitabina e irinotecán a 5-FU o SN-38, respectivamente (Quinney et al. 

2005; Xu et al. 2002). Mientras que las UDP-glucuronosiltransferasas (UGT), entre las que 

destaca UGT1A1, son cruciales en el metabolismo de fase 2 de una gran variedad de 

fármacos, como del irinotecan (Cengiz et al. 2015). 
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2.3.3. Dianas farmacológicas (MPR-3) 

Dentro de este grupo se consideran todos aquellos mecanismos que inducen cambios de 

expresión o mutaciones en moléculas diana sobre las que actúa el fármaco antitumoral.  

En ACG destaca la aparición del MPR-3 como consecuencia de la caída de expresión de la 

topoisomerasa II, diana de la doxorrubicina y la epirrubicina (Geng et al. 2013), y la 

elevada expresión de la timidilato sintasa (TS), enzima implicada en el mecanismo de 

acción del 5-FU (Kim et al. 2019b). Por otro lado, los taxanos actúan sobre las 

subunidades α y β-tubulina que estabilizan los microtúbulos y bloquean la progresión del 

ciclo celular. La sobreexpresión de la β-tubulina-III (TUBB3) se asocia a la resistencia a la 

quimioterapia basada en docetaxel en ACG (Urano et al. 2006). 

Los receptores con actividad tirosina quinasa que son dianas de los inhibidores de tirosina 

quinasa (TKI) juegan un papel importante en la moderna farmacología oncológica. En el 

caso del receptor HER2, se ha correlacionado su baja expresión con la aparición de 

resistencia a trastuzumab, un anticuerpo monoclonal que interacciona con el HER2 (Wang 

et al. 2019a). Además la baja expresión del factor de crecimiento endotelial vascular VEGF 

se ha asociado con una peor respuesta a TKIs en pacientes con ACG avanzado (Zhao et al. 

2018). 

2.3.4. Mecanismos de reparación del DNA (MPR-4) 

En este grupo se engloba los mecanismos implicados en la reparación del daño en el ADN 

inducido por los fármacos antitumorales. El equilibrio dinámico entre el daño y la 

reparación del ADN depende del tipo de lesión y de la actividad de los mecanismos de 

reparación que preservan la integridad del genoma: la reparación por escisión de 

nucleótidos, la reparación por escisión de bases, la reparación de mal apareamiento, la 

unión de extremos no homólogos, y los sistemas de recombinación homóloga. La 

activación aberrante de estos mecanismos puede impedir que las células tumorales 

activen la apoptosis inducida por fármacos, teniendo un papel fundamental en la 

aparición de la quimiorresistencia. 
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En el sistema de reparación por escisión de nucleótidos, destaca el papel de la proteína 

de reparación por escisiones complementarias cruzadas (ERCC), ERCC1. 

Aproximadamente el 70 % de las muestras de pacientes con ACG avanzado son positivas 

en la tinción por inmunohistoquímica de ERCC1, lo que se asocia a una menor tasa de 

supervivencia en pacientes tratados con la terapia neoadyuvante FOLFOX (Kwon et al. 

2007). La expresión elevada de esta proteína también se relaciona de forma inversa con la 

respuesta a la quimioterapia basada en el platino (Wei et al. 2014), así como a una menor 

tasa de respuesta en pacientes tratados con irinotecán más cisplatino (Yamada et al. 

2013). En ACG, los cambios de expresión de esta proteína se asocian a miR-122 y miR-

139-5p, cuya inducción in vitro provoca una caída en los niveles de expresión de ERCC1, y 

la restauración de la sensibilidad al platino (Song et al. 2019; Ning et al. 2019). También 

las diferentes variantes genéticas de ERCC1 pueden influir en la sensibilidad 

farmacológica del ACG a los agentes que dañan el ADN (Liu et al. 2014; Ma et al. 2015; 

Xue et al. 2015). Por otro lado, la expresión de ERCC2 se ha asociado a una menor tasa de 

supervivencia en los pacientes con ACG tratados con FOLFOX (Yeh et al. 2020). Lo mismo 

ocurre con ERCC4, asociado en este caso con la resistencia al cisplatino, y cuya expresión 

podría estar modulada por varios miARNs (Ning et al. 2019; Li et al. 2019). 

En cuanto al sistema de reparación por escisión de bases, destaca la proteína de 

complemento cruzado de reparación de rayos X-1 (XRCC1) dada su capacidad de inducir 

resistencia al cisplatino mediante el aumento de su expresión (Xu et al. 2014). Además 

existen variantes genéticas de este gen que se han asociado con la progresión de los 

pacientes tratados con oxaliplatino (Zhang et al. 2014). 

El sistema de reparación por mal apareamiento reconoce y repara bases no coincidentes 

así como inserciones y deleciones. Las deficiencias en esta maquinaria de reparación 

pueden favorecer la aparición de mutaciones genéticas en las células tumorales que 

conducen al llamado fenotipo por inestabilidad de microsatélites, presente en el 15-30 % 

de los ACG (Young et al. 2016). El fenotipo por inestabilidad de microsatélites se ha 

asociado en ACG con la disminución de la expresión de las proteínas reparadoras MLH1, 

PMS2 y PMS1 (Yao et al. 2004). Así, por ejemplo, existe una relación entre la falta de 



 

32 
 

O
b

je
ti

v
o

s
 

In
tr

o
d

u
cc

ió
n

 
M

a
te

ri
a

le
s 

y 
M

é
to

d
o

s
 

R
e

su
lt

ad
o

s
 y

 
D

is
c

u
s

ió
n

 
C

o
n

c
lu

si
o

n
es

 
B

ib
li

o
g

ra
fí

a
 

E
n

g
li

sh
 S

u
m

m
a

ry
 

 

expresión de MLH1 y la quimiorresistencia en pacientes tratados con quimioterapia 

neoadyuvante basada en 5-FU (Hashimoto et al. 2019). 

Por último, dentro de los sistemas de recombinación homóloga, el 17 % de los pacientes 

de ACG que han recibido quimioterapia adyuvante, presentan una expresión reducida de 

las proteínas de reparación BRCA1 y 2, aunque este resultado aún no se ha podido 

relacionar con ningún parámetro clínico (HKim et al. 2019a). Sin embargo, ciertos 

polimorfismos en BRCA1 se han asociado con una mejor respuesta y elevación en la tasa 

de supervivencia de los pacientes tratados con taxanos y terapias basadas en cisplatino 

(HShim et al. 2010). 

2.3.5. Cambios en el balance apoptosis/supervivencia celular (MPR-5) 

Se incluyen en este grupo procesos que inducen la desregulación del balance 

apoptosis/supervivencia, lo que puede deberse a la potenciación de los mecanismos de 

supervivencia (MPR-5a), o bien, a la reducción de la apoptosis (MPR-5b). 

Factores proápotóticos (MPR-5a)  

En la apoptosis inducida por fármacos, destaca el papel desempeñado por el supresor 

tumoral p53. La relación entre la expresión de esta proteína y la quimiorresistencia es aún 

controvertida. Mientras que algunos autores relacionan la caída de su expresión con la 

refractariedad del ACG a la terapia neoadyuvante con 5-FU y cisplatino (Yashiro et al. 

2009), y a la basada en etopósido, cisplatino y mitomicina C (Bataille et al. 2003), otros 

estudios muestran una mejor respuesta en los tumores que no expresan p53 (Cascinu et 

al. 1998). Por otro lado, se ha propuesto a p53 como marcador predictivo de la respuesta 

a la quimioterapia en el ACG (Yashiro et al. 2009). Así por ejemplo, la variante rs1042522 

(p.Arg72Pro), no solo está asociada a un mayor riesgo de padecer ACG (Liu et al. 2012), 

sino que además su presencia se ha vinculado con una peor respuesta al tratamiento con 

5-FU más paclitaxel (Huang et al. 2008) y al tratamiento basado en cisplatino (Kim et al. 

2009). Sin embargo, mutaciones de ganancia de función en TP53, dan lugar a una mayor 

expresión de HER2, que conlleva a la sobreactivación de la vía de supervivencia mediada 

por este factor, y por lo tanto a una peor tasa de supervivencia en pacientes con ACG 

(Roman-Rosales et al. 2018; Tahara et al. 2019; Tahara et al. 2016). 
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La proteína p16INKa (CDKN2A) participa en la regulación del ciclo celular y en la activación 

de la apoptosis. La pérdida de su expresión debido a la hipermetilación de su promotor 

ocurre en aproximadamente la mitad de los ACG (Shim et al. 2000), y se asocia con una 

peor respuesta a la terapia adyuvante con 5-FU (Wang et al. 2014a). Sin embargo, algunos 

estudios han asociado esa hipermetilación del promotor con una mayor supervivencia 

(Mitsuno et al. 2007). 

La desregulación de la activación de la vía intrínseca de la apoptosis también está 

implicada en la aparición de quimiorresistencia en el ACG (Bartchewsky et al. 2010). La 

caída de la expresión de proteínas de activación de la apoptosis aumenta la 

quimiorresistencia. En el caso de BAX esta caída se asocia con una menor respuesta en los 

pacientes que reciben 5-FU más cisplatino, COI (capecitabina, oxaliplatino e irinotecan) y 

FOLFLOX (Wang et al. 2014b; Jeong et al. 2011; Pietrantonio et al. 2012). Una menor 

expresión de BAK implica una peor respuesta a los tratamientos que incluyen docetaxel 

(Kubo et al. 2016). Por otro lado, las proteínas pro-apoptóticas de la familia Bcl-2, BH3-

only, activan BAK y BAX, por lo que cambios en su expresión pueden implicar una mayor 

quimiorresistencia (Wu et al. 2017; H. Kim et al. 2015; Xu et al. 2018b). 

También los elementos que forman parte de la vía extrínseca de las apoptosis participan 

en la aparición de quimiorresistencia en el ACG (Qiao and Wong 2009). Este es el caso de 

FADD, cuya pérdida de expresión es frecuente en ACG (Yoo et al. 2007) y está implicada 

en la aparición de resistencia a la doxorrubicina (Pang et al. 2019).  

Vías de supervivencia (MPR-5b)  

En cuanto a la inhibición de la apoptosis (MPR-5b), en ACG es común que las vías NK-Κβ, 

la vía Wnt/β-catenina, la vía Hedgehog y Notch estén hiperactivadas, lo cual, en todos los 

casos, favorece en la aparición de quimiorresistencia en ACG (Fu et al. 2018; Ooi et al. 

2009; Akyala and Peppelenbosch 2018; Yeh et al. 2009). En el caso de la vía NK-Κβ, su 

desregulación induce la activación de distintos factores antiapoptóticos como la survivina 

(BIRC5), BCL-XL y XIAP (Manu et al. 2014). En el caso de la survivina, los niveles elevados 

de esta en el suero se han propuesto como un predictor de la respuesta a la terapia DCF 

(doxorrubicina, cisplatino y 5-FU) en el ACG avanzado (Bozkaya et al. 2018). 
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Como ya se ha comentado, uno de los principales factores que contribuye a la 

desregulación de la vía Wnt/β-catenina y a la vía Hedgehog es la infección con H. pylori 

(Santos et al. 2016; Yoon et al. 2014). Esta es capaz de inducir la acumulación de β-

catenina en el citoplasma y el núcleo así como la expresión de diferentes factores de 

transcripción (Santos et al. 2016), y además daña el tejido activando la segunda de estas 

vías. Por otro lado, se ha encontrado una expresión elevada del receptor Notch 1 en los 

pacientes de ACG que no responden a la terapia neoadyuvante con 5-FU y cisplatino 

(Bauer et al. 2015). Además, esta vía regula la expresión de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), 

enzima que se expresa en la mucosa gástrica durante la inflamación y la carcinogénesis, y 

que está relacionada con la sensibilidad de las células de ACG a la quimioterapia (Li et al. 

2012). 

Se ha descrito que la acumulación de YAP1 y TAZ1, pertenecientes a la vía Hippo, está 

asociada a la quimiorresistencia en ACG (Huang et al. 2020) puesto que una alta expresión 

de ambas implica una peor respuesta al tratamiento adyuvante (Melucci et al. 2018). 

También la respuesta al cisplatino o al trastuzumab es menor debido al aumento de 

actividad de las vías PI3K/AKT y JAK/STAT3 (Dai et al. 2020; Diaz-Serrano et al. 2018). 

2.3.6. Microambiente tumoral (MPR-6) 

Dentro de este grupo se incluyen los cambios en el microambiente de las células 

tumorales que reducen la eficacia de los agentes antitumorales. Las células tumorales 

interactúan con el microambiente que las rodea, el cual está formado por el estroma 

tumoral, los vasos sanguíneos, las células inflamatorias reclutadas y otros tipos celulares 

asociados. Estos generan factores que afectan a la progresión del tumor alterando 

drásticamente la respuesta a la quimioterapia (Russi et al. 2019). 

Una de las características más comunes del microambiente tumoral es la hipoxia. Está se 

ha asociado a una mayor resistencia a la quimioterapia en el ACG a través de un 

mecanismo que implica la expresión del factor inducible por hipoxia HIF-1. En ACG HIF-1α 

induce resistencia a los fármacos platinados al impedir la apoptosis mediante la 

desregulación de la expresión de miR-27a y miR-421 (Danza et al. 2016; Ge et al. 2016) y 

el lncARN PVT1 (Zhang et al. 2015). La expresión de HIF-1α se ha asociado a la recaída en 
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pacientes de ACG tratados con 5-FU tras la cirugía (Nakamura et al. 2010). La hipoxia 

también induce la expresión de la glicoproteína staniocalcina-1 (STC-1), implicada en la 

resistencia al cisplatino y a una mayor invasividad del tumor (Wang et al. 2019b). 

Otra característica del microambiente tumoral es la presencia de inflamación. En 

condiciones inflamatorias se induce la expresión del receptor nuclear huérfano 4A2, cuya 

elevada expresión se ha relacionado con la resistencia al 5-FU (Han et al. 2013b). Se ha 

descrito que la elevada expresión de diferentes citoquinas tiene un papel relevante en la 

aparición de quimiorresistencia a fármacos como el 5-FU, derivados del platino, y el 

tratamiento combinado ECF (Ham et al. 2019; Zhai et al. 2019; Kuai et al. 2012; Ma et al. 

2019; Ye et al. 2015; Xu et al. 2018a). Además de las citoquinas, componentes de la 

familia de factores de necrosis tumoral (TNF), como son APRIL y Fn14 están implicados en 

la aparición de resistencia al cisplatino y al 5-FU respectivamente (Zhi et al. 2015; Kwon et 

al. 2014).  

Los exosomas provenientes de determinados tipos celulares también contribuyen a la 

aparición de resistencia a fármacos. Es el caso de los exosomas derivados de células 

madre mesenquimales, que mediante la inducción de la expresión de bombas ABC o la 

inhibición de la apoptosis inducen resistencia al 5-FU (Ji et al. 2015); o los exosomas 

derivados de los macrófagos asociados al tumor que inducen resistencia al cisplatino 

debido a la inhibición de la apoptosis y la activación de la vía PI3K/AKT (Zheng et al. 2017).  

Las células de ACG pueden prosperar en un microambiente desfavorable aumentando la 

tasa de glucólisis y disminuyendo la actividad mitocondrial (efecto Warburg). Estos 

fenómenos se han asociado con la resistencia al 5-FU (Bhattacharya et al. 2014). 

2.3.7. Transformaciones fenotípicas (MPR-7) 

Este MPR comprende todas aquellas transiciones fenotípicas asociadas a la aparición de 

rasgos mesenquimales y de células madre que dan lugar a una menor respuesta a la 

quimioterapia. 

En la transición epitelial-mesenquimal (TEM), la polarización y la adhesión de las células 

cancerosas se alteran, aumentando de este modo la migración y la invasividad celular y la 
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resistencia a la apoptosis (Xia and Xu 2017). En el ACG la TEM es desencadenado por 

diversas procesos intracelulares como es la sobreactivación de las vías de supervivencia 

(MOC-5), y a señales extracelulares como el HGF, el HIF-1α (MOC-6), y el factor de 

crecimiento tumoral β (TGF-β) que desempeña un papel crucial en la aparición de la 

resistencia al 5-FU (Zhang et al. 2019) y al oxaliplatino (Luo et al. 2019). En cuanto a las 

células madres tumorales, estas pueden originarse en la médula ósea o en el propio 

estómago como consecuencia de la aparición de mutaciones oncogénicas en las células 

progenitoras (Fu et al. 2020). Las células madre tumorales, y las implicadas en la TEM, son 

heterogéneas y se dividen en diferentes subgrupos según el patrón de expresión de 

diferentes glicoproteínas de adhesión (CD44, CD24, CD90, CD133, CXCR4 y EpCAM), 

enzimas (aldehído deshidrogenasa 1) o factores de transcripción (SOX2, SNAIL1, STAT3, 

TWIST1, ZEB1 Y ZEB2) (Fu et al. 2020). Por ejemplo, la expresión en las células madre 

tumorales de CD44 está asociada a la hiperactivación de la vía de supervivencia Hedgehog 

(Yoon et al. 2014) y a la resistencia al 5-FU y al etopósido (Takaishi et al. 2009), así como a 

una menor tasa de supervivencia en los pacientes tratados con FOLFOX (Yoon et al. 2014). 

También la sobreexpresión de otros marcadores de célula madre como son CD133, CD24 

o EpCAM están relacionados con la aparición de resistencia al 5-FU, taxanos o 

antraciclinas (Han et al. 2011). 

Tras el tratamiento prolongado con fármacos antitumorales pueden aparecer células 

madres tumorales y activarse la TEM. Así, el tratamiento con oxaliplatino, doxorrubicina y 

el trastuzumab puede inducir TEM en las células de ACG tras una exposición prolongada 

(Zheng et al. 2013; Han et al. 2013a), y el tratamiento a largo plazo con 5-FU está 

relacionado con el aumento de la proporción de células madre tumorales (Ohkuma et al. 

2012)
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3.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

3.1.1. Muestras humanas 

Las muestras de adenocarcinoma gástrico (intestinal, difuso o de tipo mixto) fueron 

proporcionadas por los Biobancos del Hospital Universitario de Salamanca y del Instituto 

Biosanitario Biodonostia de San Sebastián. Los datos clínicos, quirúrgicos, histológicos y 

de tratamiento fueron aportados por los diferentes colaboradores del Instituto de 

Investigación Biomédica de Salamanca (IBSAL) y de Biodonostia (Tabla MM-1). 

Las muestras se tomaron con el consentimiento escrito de los pacientes según determina 

la legislación vigente. Los datos personales fueron tratados con confidencialidad y 

seguridad, de acuerdo con la normativa basada en la Ley 15/99 (R.D. 1720/2007). Los 

protocolos fueron aprobados por el Comité Ético de Investigación Clínica del área de 

Salud de los diferentes hospitales de los que procedían las muestras. 

3.1.2. Modelos animales 

Para la realización del modelo de quimiosensibilización por diclofenaco se utilizaron 

ratones nude atímicos (Swiss-nu/nu) (Charles River Laboratories, Barcelona, España). Los 

animales tenían libre acceso tanto a la comida (pienso granulado comercial) como a la 

bebida, y se mantuvieron en salas en las que las condiciones de temperatura (20°C), luz 

(ciclos de luz/oscuridad 12 h/12 h constante) y humedad relativa estaban controladas.  

Los animales se manipularon siguiendo las especificaciones de la Comunidad Europea 

(Directiva 63/2010/UE) y la normativa española vigente para el uso y cuidado de animales 

utilizados en experimentación (RD 53/2013). Los protocolos experimentales que se 

aplicaron en la realización de este trabajo fueron aprobados por el Comité de Bioética 

para el Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad de Salamanca. 
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Tabla MM-1. Características de los pacientes y tumores de ACG. 

 Cohorte de San Sebastián Cohorte de Salamanca 

Pacientes  23  19  
Edad, media ± DE 70,3 ± 11,3  73,1 ± 10,3  
Rango de Edad 45-84  49-91  
Hombres, n (%) 13 (56,5 %) 11 (57,9 %) 
Mujeres, n (%) 10 (43,5 %) 8 (42,1 %) 
Tipo histológico  
(Clasificación de Lauren), n (%) 
Intestinal 8 (34,8 %) 18 (94,7 %) 
Difuso 8 (34,8 %) 1 (5,3 %) 
Inclasificable 7 (30,4 %) 0 (0 %) 
Localización tumoral, n (%)     
Cardias 4 (17,4 %) 2 (10,5 %) 
Fondo 5 (21,7 %) 0 (0 %) 
Cuerpo 8 (34,8 %) 3 (15,8 %) 
Antro 6 (26,1 %) 11 (57,9 %) 
No disponible 0 (0 %) 3 (15,8 %) 
Tumor primario, n (%)     
T1 0 (0 %) 1 (5,3 %) 
T2 5 (21,7 %) 1 (5,3 %) 
T3 18 (78, 3%) 15 (79,0 %) 
T4 0 (0 %) 2 (10,4 %) 
Estado nódulos linfáticos, n (%)     
NX 0 (0 %) 1 (5,3 %) 
N0 5 (21,7 %) 4 (21,1 %) 
N1 6 (26,1 %) 5 (26,3 %) 
N2 7 (30,4 %) 6 (31,5 %) 
N3 5 (21,7 %) 3 (15,8 %) 
Metástasis a distancia, n (%)     
MX 0 (0 %) 5 (26,3 %) 
M0 21 (91,3 %) 12 (63,2 %) 
M1 2 (8,7 %) 2 (10,5 %) 
Estadio tumoral, n (%)     
I 4 (17,4 %) 2 (10,5 %) 
II 5 (21,7 %) 7 (36,9 %) 
III 10 (43,5 %) 3 (15,8 %) 
IV 4 (17,4 %) 2 (10,5 %) 
No disponible 0 (0 %) 5 (26,3 %) 
Grado de diferenciación, n (%)     
Bien 4 (17,4 %) 10 (52,6 %) 
Moderada 7 (30,4 %) 7 (36,9 %) 
Pobre 12 (52,2 %) 0 (0 %) 
No disponible 0 (0 %) 2 (10,5 %) 

  



 

41 
 

O
b

je
tiv

o
s

 
In

tro
d

u
cc

ió
n

 
M

a
te

ria
le

s y 
M

é
to

d
o

s
 

R
e

su
ltad

o
s

 y 
D

isc
u

s
ió

n
 

C
o

n
c

lu
sio

n
es

 
B

ib
lio

g
ra

fía
 

E
n

g
lish

 S
u

m
m

a
ry

 
 

3.1.3. Líneas celulares 

Para la realización de esta Tesis Doctoral se han utilizado las siguientes líneas celulares: 

 AGS, de ACG humano (CRL-1739): Obtenida de la European Collection of Cell 

Cultures, y proporcionada por la casa comercial Sigma Aldrich, Madrid, España. 

 HEK-293T (CRL-3216): Células embrionarias de riñón humano proporcionadas por 

la casa comercial American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards, 

Barcelona).  

3.1.4. Bacterias 

Para la producción de plásmidos se utilizaron bacterias E. coli de la cepa DH5α, 

químicamente competentes, proporcionadas por el Departamento de Bioquímica y 

Biología Molecular de la Universidad de Salamanca. 

Para amplificar algunos vectores se utilizaron bacterias E. coli “One Shot Mach1-T1®”, 

químicamente competentes y de elevada eficacia de transformación (Life Technologies, 

Thermo Fisher Scientific, Barcelona). 

3.2. PRODUCTOS 

Los productos utilizados en esta Tesis Doctoral se obtuvieron en las siguientes casas 

comerciales: 

 Abbot Laboratorios (Madrid, España): isofluorano (Forane®) y pentobarbital 

sódico (Nembutal N.R.). 

 Air Liquide (Valladolid, España): CO2 y N2 líquido. 

 AppliChem (Madrid, España): ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfónico 

(HEPES), glicina y leche descremada liofilizada. 

 BD Biosciences (Madrid, España): colágeno tipo I de cola de rata y fluido 

envolvente FACS Flow para citometría de flujo. 

 Biomers.net (Ulm, Alemania): “primers”. 
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 Bio-Rad (Madrid, España): acrilamida, membranas de nitrocelulosa, persulfato de 

amonio, tampón Tris 0,5 M pH 6,8 y 1,5 M pH 8,8, y tetrametiletilendiamina 

(TEMED). 

 Biotools B&M Labs (Madrid, España): Mycoplasma Gel Form Kit. 

 Condalab (Madrid, España): agar, extracto de levaduras y triptona. 

 Dako Diagnósticos (Barcelona, España): medio de montaje para fluorescencia. 

 GE Healthcare (Barcelona, España): Reactivos de detección ECL (“Enhanced 

ChemoLuminiscence”) que incluye los anticuerpos secundarios marcados con 

peroxidasa y los reactivos de detección 1 y 2, kit “GFX PCR DNA & Gel Band 

Purification”, kit “PlasmidPrep Mini Spin”, el kit “illustra RNAspin Mini RNA 

Isolation Kit”. 

 Menarini Diagnostics (Barcelona, España): portaobjetos Optiplus™ y kits de 

química seca “Spotchem II Liver-1” y “Spotchem II Kidney-3”. 

 Merck (Barcelona, España): acetato sódico anhidro, ácido fórmico, cloruro sódico, 

etanol, glicerol, hidróxido sódico, isopropanol, β-mercaptoetanol, metanol, 

reactivo de Folin Ciocalteau, tartrato sódico y sulfato de cobre. 

  Millipore (Waters Corporation, Madrid, España): filtros “Steritop™ para la 

esterilización de los medios de cultivo. 

 New England Biolabs (Werfen, Barcelona, España): gel “loading dye purple” y 

algunas enzimas de restricción. 

 Pfizer: Citarabina. 

 Promega Corporation (Madison, Wisconsin, EE.UU.): algunas enzimas de 

restricción. 

 Pronadisa (Hispalab S.A., Madrid, España): agarosa de baja electroendosmosis, de 

bajo punto de fusión o para análisis de rutina. 

 Quiagen (Izasa, Barcelona, España): kit de extracción de ADN “DNeasy Blood & 

Tissue kit”. 

 Selleckchem: atorvastatina, brivanib, dovitinib, flutivatinib, ivosidenib, linitinib, 

panobinostat, pemigatinib, pitavastatina, pravastatina, regorafenib. 

 Sigma-Aldrich (Madrid, España): acetaminofeno, ácido glicirricínico, ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA), actinomicina D, albúmina sérica bovina 
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(fracción V), ampicilina, azul de bromofenol, azul de Tripán, bicarbonato sódico, 

5(6)-carboxifluoresceína diacetato (CF), cis-diaminodicloroplatino II (cisplatino), 

curcumina, D-glucosa, sal sódica de diclofenaco (DICLO), dimetilsulfóxido (DMSO), 

docetaxel, dodecil sulfato sódico (SDS), doxorrubicina, epirrubicina, etopósido, 5-

fluorouracilo (5-FU), Fluo-3 acetoximetil éster, furosemida, ibuprofeno, ioduro de 

propidio (IP), lapatinib, medio de cultivo “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM)-high glucose”, medio F12 Ham (“Nutrient Mixture F-12”), metotrexato, 

mezcla de inhibidores de proteasas piruvato sódico, MK-517, mitomicina C, 

mitoxantrona, naringina, paclitaxel, polibreno (bromuro de hexadimetrina), 

polietilenimina (PEI), probenecid, 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN-38), 

sulforrodamina B, tripsina de páncreas porcino, Tris (trishidroximetil 

aminometano) base (Trizma) o clorhidrato (Tris-HCl), vinblastina, vincristina. 

 Thermo Fisher Scientific (Madrid, España): Accuprime®Pfx ADN polimerasa de alta 

fidelidad, polimerasa “AmpliTaq Gold”, anticuerpos secundarios fluorescentes 

anti-IgG de ratón, de conejo y de cabra marcados con AlexaFluor® 594 o 

AlexaFluor® 488, fluvastatina, gemcitabina, mezcla de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina), 4,6-diamidino-2-fenilindol (Dapi), enzimas de 

restricción “FastDigest™”, suplemento de glutamina GlutaMAX, indometacina, kit 

comercial para el test de la endonucleasa “GeneArt® Genomic Cleavage 

Dectection Kit”, kits comerciales para la transcripción reversa (RT) “SuperScript® 

VILO™ cDNA Synthesis Kit” y “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”, 

“LipofectamineTM LTX Reagent” y “PlusTM Reagent”, lovastatina, marcadores de 

peso molecular de ADN (25, 100 y 500 pb y 1 kb plus), marcador de peso 

molecular de proteínas “Page Ruler”, naproxeno, oxaliplatino, proteinasa K, suero 

bovino fetal (FBS), SYBR Green I para teñir ADN en geles de agarosa (“SYBR Safe”), 

silimarina, simvastatina, “SYBR Green I PCR Master Mix”, T4 polinucleótido 

quinasa, “Taqman® Universal PCR Master Mix” y tarjetas microfluídicas o TLDAs. 

 VWR Internacional (Barcelona, España): ácido acético, ácido acético glacial, ácido 

clorhídrico, ácido tricloroacético, carbonato sódico, cloruro cálcico, cloruro 

potásico, dihidrógeno fosfato potásico, fosfato ácido potásico, fosfato disódico, 
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indicador universal de pH, medio de montaje Entellan®, sulfato magnésico y 

Tween® 20. 

 Whatman (Madrid): papel Whatman para la transferencia en Western blot. 

Los plásmidos lentivirales pWPI, psPAX2 y PMD2.G fueron cedidos por el Dr. Ángel 

Hernández Hernández del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la 

Universidad de Salamanca. 

El tosilato de sorafenib (Nexavar®) fue proporcionado por el Servicio de Farmacia del 

Hospital Universitario de Salamanca. 

3.3. MEDIOS INSTRUMENTALES 

 Las pesadas se realizaron en balanzas electrónicas digitales Precisa 125 A y 

Sartorious BL 150S (Grupo Taper, Madrid, España). Para pesar los animales se 

utilizó una balanza electrónica digital Precisa, modelo 600 C (Grupo Taper, Madrid, 

España). 

 El pH se determinó utilizando un electrodo Crison PH BASIC 20 (Crison 

Instruments, Barcelona, España). 

 El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificación de 

agua del Sistema MiliQ Integral 3 (Millipore-Merck, Madrid, España). 

 Las incubaciones se llevaron a cabo en un baño termostatizado LAUDA Ecoline 

StarEdition RE106, en un bloque térmico QBA2 Grant (Thermo Fisher), y en un 

bloque térmico Isotemp (Thermo Fisher). 

 Para las centrifugaciones se utilizaron centrífugas refrigeradas 5417R y 5810R 

marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania, España), Beckam Avanti J-20, y L8-M 

Ultracentrifuge y rotor SW 28 Ti (Beckman Instruments, Madrid, España). También 

se utilizaron picofugas Stratagene y Galaxy Ministar (VWR International Eurolab, 

Barcelona, España). 

 Las medidas espectrofotométricas se hicieron con un espectrofotómetro Hitachi 

U-2000 (Grupo Taper, Madrid, España) y para la determinación de la viabilidad 

celular se utilizó los lectores de ELISA modelo ELx808 de BioTek (Izasa, Barcelona, 

España) y Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher). Las determinaciones 
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espectrofotométricas de la concentración de ADN y ARN se realizaron con un 

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher, Madrid, España) y se analizaron con el programa 

informático correspondiente. 

 Para hacer filtraciones a vacío se empleó una bomba Millipore XX5522050 

(Millipore Ibérica, Madrid, España). La esterilización de materiales sólidos y 

líquidos, así como el material de cultivos celulares se llevó a cabo en un autoclave, 

modelo Tuttnaver 2340 M (Duerolab, Salamanca, España). 

 Se utilizó los termocicladores Eppendorf Mastercycle ep gradient (Thermo Fisher, 

Madrid, España) y SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems) para llevar a 

cabo las PCR analíticas y las RTs. Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real en 

tubos de 0,2 ml se realizaron en un equipo ABI PRISM® 7300 Sequence Detection 

System y en el equipo QuantStudio3 (Applied Biosystems), de Applied Biosystems 

(Thermo Fisher, Madrid España). Para las tarjetas microfluídicas se utilizó el 

modelo ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System de la misma compañía. 

Los reactivos se manejaron dentro de una campana de flujo laminar Euroclone 

modelo Aura Mini (Milán, Italia). 

 La secuenciación de los fragmentos de ADN se llevó a cabo en el Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca utilizando un secuenciador 

automático capilar ABI PRISM 3100-Genetic Analyzer de Applied Biosystems 

(Thermo Fisher, Madrid España). Para la visualización de las secuencias y diseño 

de estudios de restricción de los plásmidos se usó el programa Gene Construction 

kit 2.5.13 para MacOS X (Textco, New Hampshire, EE.UU.). 

 La electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa se realizó en un sistema 

de geles horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen (Madrid, 

España), acoplado a una fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad, Madrid, 

España). 

 Se empleó el sistema de electroforesis modelo Mini-Protean II Cell con fuente de 

alimentación modelo PowerPac 300 para llevar a cabo las electroforesis de 

proteínas. La transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se 

realizó en un sistema Trans-Blot Cell II, todo procedente de la casa comercial Bio-

Rad (Madrid, España). 
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 Para la visualización de la fluorescencia en los geles de ácidos nucleicos y la 

luminiscencia de las membranas de western blot se empleó un equipo de análisis 

de imagen Fujifilm LAS- 4000 (TDI, Madrid, España). La captura de imágenes se 

llevó a cabo con una cámara refrigerada del equipo, sin filtros y con una apertura 

del diafragma del objetivo de f 0,8 cuando se trataba de quimioluminiscencia, y 

con filtro Y515 y diafragma del objetivo f 1,5 para SYBR Green, con luz azul como 

fuente de excitación. Las imágenes se analizaron con el programa informático 

MultiGauge v3.0 (Fujifilm). 

 Las homogeneizaciones de tejidos se realizaron con los homogeneizadores 

Polytron Typ PT 10/35 Kinemática GMBH (Lucerna, Suiza) o “Bullet Blender Storm” 

de Next Advance (NY, EE.UU.), o con un sonicador tipo baño Ultrasonic Cleaner 

400 W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona, España), en el caso de compuestos poco 

solubles. 

 Para la manipulación de los cultivos celulares se utilizó una campana de flujo 

laminar modelo AV-30/70 (Telstar, Barcelona, España); las células se mantenían a 

37ºC en un incubador termostatizado con atmósfera de CO2 humidificada modelo 

Hepa Class 100 (Thermo Fisher, Madrid, España), y se observaban a través de un 

microscopio Leitz Fluovert FS (Leitz). Se utilizaron placas de cultivo y frascos Roux 

de cuello inclinado de la marca TPP (Biotech S.L., Madrid, España) para el cultivo 

de las líneas celulares. Para algunas líneas celulares se utilizaron frascos de cultivo 

con colágeno a la concentración de 0,5 mg/ml. La esterilización de las soluciones 

se hizo mediante filtro Sterivex de 0,2 μm (Millipore Ibérica, Madrid, España). Para 

contar las células se utilizaron cámaras Thoma (Duerolab, Salamanca, España). 

 Para visualizar la fluorescencia se utilizó un microscopio Nikon Eclipse TE 2000-S 

(Nikon, Duerolab, Salamanca, España) o un microscopio confocal modelo TCS SP2 

(Leica, Barcelona, España) perteneciente al Centro de Investigación del Cáncer de 

Salamanca. 

 Los cortes histológicos en muestras congeladas se realizaron con un criostato 

(Leica Biosystems, modelo 1900UV, Barcelona, España).  
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 El cultivo de bacterias se hizo en una estufa termostatizada a 37°C modelo S-20 

(Selecta, Barcelona, España). Para el cultivo de bacterias en medio líquido en 

agitación se usó un agitador orbital (Infors HT, Basilea, Suiza). 

 El análisis por citometría de flujo de la captación o eflujo de compuestos 

fluorescentes se realizó en un citómetro FACScalibur, de la casa BD Biosciences 

(Madrid, España). El programa informático utilizado para la adquisición y análisis 

de datos fue el CellQuestPro, de la misma casa comercial. 

 Se utilizó un sistema cromatográfico acoplado a un detector de masas, HPLC-

MS/MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este sistema se 

compone de un equipo de HPLC serie 1200 formado por: una bomba cuaternaria 

con desgasificador de vacío (modelo G12354A); un inyector de 20 μl de capacidad 

(modelo G1328B); un detector ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud 

de onda variable y programable y una columna de fase reversa Zorbax C18 de 30 

mm x 2,1 mm, 3,5 μm de tamaño de poro termostatizada a 35°C (Agilent 

Technologies). El Detector de Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6410A) está 

acoplado a una fuente de ionización a presión atmosférica (API) serie 6000 

(modelo G1948B). Todo el sistema se controló desde un ordenador Pentium IV 

(modelo HP LP2065) utilizando el software Q-TOF, QQQ, TOF (Agilent 

Technologies) que permite, tanto el control del HPLC, como del detector de 

masas. 

 Las determinaciones de parámetros bioquímicos indicadores de daño hepático y 

renal en suero se llevaron a cabo mediante los kits de química seca “Spotchem II 

Liver-1” y “Spotchem II Kidney-3” compatibles con el analizador automatizado 

“Spotchem EZ SP-4430” (Arkray Factory, A. Menarini Diagnostics, Badalona, 

España). 

 Se contó con pequeño equipamiento, como agitadores magnéticos Selecta 

(DueroLab, Salamanca, España), agitadores Vortex de Ika Works (Wilmington, 

EE.UU.) y micropipetas Gilson (Prosisa, Salamanca, España). 

 Las muestras se conservaron en congeladores a -20°C y -80°C marca Revco 

(Pacisa), mientras que los viales de almacenamiento de las distintas líneas 
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celulares se conservaban en contenedores de N2 líquido (Thermo Fisher, Madrid, 

España). 

 El material de vidrio utilizado en Biología Molecular se trataba mediante calor 

seco a 180°C durante un mínimo de 4 h en una estufa Memmert modelo 500 

(Izasa, Barcelona, España). 

3.4. CULTIVOS CELULARES 

Los medios de cultivo estériles que se utilizaron para cada línea celular fueron los 

siguientes: 

 Para las células AGS: F-12 Ham suplementado con 13,8 mM de bicarbonato sódico 

y 1 % de Glutamax. 

 Para las células HEK-293T: DMEM suplementado con 1 % de GlutaMax. 

A todos los medios se les añadió FBS inactivado al 10% (v/v). La inactivación del suero se 

realizó a 56oC durante 30 minutos. También fueron suplementados con una mezcla de 

antibióticos y antimicóticos al 1 % que contenía penicilina (20 U/ml) y estreptomicina 

(0,02 mg/ml).  

Tanto al recibir las células como al recuperarlas del N2 líquido en el que se almacenaban la 

descongelación de los criotubos se hizo en condiciones de esterilidad en baño maría a 

37oC. Una vez descongeladas, se centrifugaron a 300 xg durante 10 min. El precipitado se 

resuspendió en el medio de cultivo correspondiente y se pasó a frascos Roux que se 

introdujeron en la estufa a 37OC, en atmósfera del 5 % de CO2 en aire y humedad relativa 

del 80 %. 

El crecimiento de las células se produjo tras la adhesión a la superficie de la placa. Para la 

línea celular HEK-293T se utilizaron frascos de cultivo con colágeno tipo I a concentración 

de 0,5 mg/ml.  

Cuando se llegaba a confluencia del cultivo se realizaba una tripsinización (0,25% de 

tripsina y 20 mM de EDTA en PBS) y las células se recogían en medio de cultivo. La 

viabilidad celular se determinaba mediante el test del azul de Tripán (apartado 3.15.5). 
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3.4.1. Cultivo de células para estudios de expresión génica y estudios de funcionalidad 

de proteínas transportadoras 

La expresión de los diferentes genes analizados en las distintas líneas celulares con las 

que se ha trabajado en esta Tesis Doctoral, así como la evaluación de la funcionalidad de 

las bombas exportadoras ABC, se determinó sembrando las células en placas de 6 pocillos 

en un volumen final de 3 ml/pocillo a la densidad celular adecuada en función de cada 

línea celular. A las 48 h de la siembra las células se recogían y se procesaban para la 

obtención de ARN total (apartado 3.10.1), para la obtención de proteínas totales 

(apartados 3.11.2 y 3.11.3), o bien para los estudios de citometría de flujo (apartado 

3.13). 

3.4.2. Cultivo de células para estudios de viabilidad celular 

Para evaluar el efecto de agentes citostáticos e inhibidores de los transportadores en las 

distintas líneas celulares empleadas en esta Tesis Doctoral, las células se sembraron en 

placas de 96 pocillos a una densidad variable en función del tipo celular. A las 24 h se 

añadían los agentes citostáticos con o sin inhibidor, y se incubaban durante 72 h, para 

posteriormente realizar el test de formazán o de MTT (apartado 3.15.2) o el test de la 

sulforrodamina (apartado 3.15.3). 

3.4.3. Edición genética mediante CRISPR/Cas9 

La técnica de edición genética CRISPR/Cas permite la modificación de la expresión génica 

mediante el uso de una endonucleasa bacteriana, Cas9, que realiza el corte en el ADN 

guiada por una secuencia de ARN capaz de reconocer la secuencia de ADN que queremos 

cortar. Una vez realizado el corte por la endonucleasa, por un lado puede darse la 

reparación del ADN por parte de las células, y por tanto la incorporación de nuevas 

mutaciones que puedan interrumpir la correcta transcripción del gen; o bien, el corte 

proporciona la posibilidad de introducir en el genoma un fragmento de interés que 

facilitemos a las células. 

En esta Tesis Doctoral, hemos utilizado esta técnica con el fin de silenciar de forma 

estable genes específicos en la línea celular AGS. Para ello se utilizó el método de 
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transfección transitoria con lípidos catiónicos. Este método permite la adquisición de las 

células del transgén, en este caso Cas9, de manera transitoria, ya que el plásmido 

recombinante es extracromosómico y se pierde durante la división celular. Para ello se 

utilizaron los reactivos “LipofectamineTM LTX Reagent” y “PlusTM Reagent”, y los 

plásmidos:  

 pCMV-tdTomato-N1, que codifica la proteína fluorescente Tomato en tándem. 

 pHL-Cas9, que codifica SpCas9, la endonucleasa Cas9 humanizada de 

Streptococcus pyogenes. 

 Plásmido pGEM-sgc vacío o bien que contenía un casete con el promotor U6, un 

terminador de polimerasa III y la correspondiente secuencia codificante de un 

crRNA que determinará el sitio de corte en la secuencia del gen diana. 

Previamente, en nuestro laboratorio se determinaron las condiciones óptimas para 

realizar la transfección de las células AGS con el lípido catiónico Lipofectamina LTX 

eligiéndose la relación lípidos/ADN con las que se conseguía la mayor eficacia de 

transfección y menor toxicidad celular. 

Las células se sembraban en placas de 24 pocillos a la densidad celular apropiada (70000 

células por pocillo), y a las 24 h eran transfectadas. La cantidad total de ADN plasmídico 

que se utilizaba en cada pocillo fue de 750 ng. Las mezclas de transfección se incubaron a 

temperatura ambiente durante 5 minutos, tiempo necesario para que el reactivo plus y el 

ADN interaccionen favoreciendo la formación de liposomas. Posteriormente se añadió la 

lipofectamina en proporción ADN:LTX 1:3. Los complejos de transfección fueron retirados 

a las 24 h, y se añadió medio nuevo, que contenía puromicina a la concentración 1 µg/ml. 

A las 48 h se determinó la eficacia de transfección midiendo por citometría de flujo la 

fluorescencia en las células transfectadas con el plásmido tdTomato. Al resto de pocillos 

transfectados, se les cambió el medio por medio nuevo sin puromicina a las 72 h. Para 

comprobar la eficacia del CRISPR, una vez recuperadas las células se recogió ADN 

genómico y se realizó el ensayo de detección de escisiones en el genoma o test de la 

endonucleasa T7 (apartado 3.8.7). 
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3.4.4. Transducción de células con lentivirus  

Para conseguir el silenciamiento de MRP4 en la línea celular AGS, se utilizaron lentivirus 

recombinantes. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos y se transdujeron a las 

24 h con los lentivirus recombinantes en presencia de polibreno a MOI 10 (multiplicidad 

de infección). Las placas se centrifugaron a 1800 xg durante 90 min a 32°C. A las 16 h se 

retiró el medio de cultivo y se añadió medio nuevo. Cuatro días tras la transducción se 

determinó el porcentaje de células fluorescentes que expresaban la EGFP por citometría 

de flujo. 

3.4.5. Cultivo de células para selección de clones 

Para la selección de clones a partir de una población policlonal después de la 

transducción o la transfección se realizó una dilución límite del cultivo. Para ello se 

sembró una célula por pocillo en una placa de 96 pocillos. Se realizó un seguimiento de 

los pocillos, descartando aquellos en los que crecían varias colonias. Para la selección de 

clones de células transducidas con lentivirus recombinantes, se determinó la presencia de 

una única población de células fluorescentes que expresaban la EGFP por citometría de 

flujo.  

3.5. EXPERIMENTOS IN VIVO 

Para comprobar la capacidad quimiosensibilizante del diclofenaco se utilizaron ratones 

nude atímicos hembra de 8 semanas de edad. Los ratones fueron anestesiados con 

isofluorano para la implantación en ambos flancos mediante inyección subcutánea de una 

solución de células AGS (2 x 106) resuspendidas en una mezcla de 100 µl de medio RPMI 

más 100 µl Matrigel. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de ≈75 mm3 (12 días 

post-inyección), los animales se dividieron en cuatro grupos, y dos veces por semana se 

les administraba, mediante inyección intraperitoneal, el tratamiento correspondiente 

según el grupo experimental: 
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 Grupo diclofenaco: 20 mg/kg p.c de diclofenaco.  

 Grupo sorafenib: 10 mg/kg p.c de sorafenib . 

 Grupo sorafenib + diclofenaco: a combinación de diclofenaco (20 mg/kg) y 

sorafenib (10 mg/kg p.c.). 

 Grupo control: Solución salina. 

 

Figura MM-1. Esquema ilustrativo del modelo experimental in vivo realizado para estudiar la 

quimiosensibilización del ACG al sorafenib.  

Del mismo modo, dos veces por semana se realizó el seguimiento del tamaño de los 

tumores y el peso de los animales. Para calcular de manera aproximada el volumen de los 

tumores se utilizó la siguiente fórmula: 

Volumen tumoral =
(Largo·Ancho)

2
 

El periodo experimental concluyó a los 43 días de tratamiento, cuando los tumores de 

mayor tamaño presentaban un volumen de ~1,5 cm2 (límite máximo establecido por el 

Comité de Bioética de Experimentación Animal). Los animales fueron sacrificados 

mediante sobredosis con pentobarbital sódico i.p., y se procedió a la resección de los 

tumores y una muestra de suero. Los tejidos se colocaron inmediatamente en N2 líquido y 

las muestras se conservaron a -80°C para posteriormente determinar el contenido de 

sorafenib en los tumores (apartado 3.15.6), y la toxicidad hepática y renal (apartado 

3.15.5). 
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3.6. CULTIVO DE BACTERIAS 

Para el cultivo de bacterias se utilizaron los siguientes medios de cultivo:  

 Medio Luria-Broth (LB): Extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l, NaOH 80 mg/l, 

triptona 10 g/l, pH 7,0. Para la elaboración de placas al medio LB se le añadió 15 

g/l de agar. 

 Medio SOC: Extracto de levadura 5 g/l, glucosa 20 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM, 

MgSO4 10 mM NaCl 10 mM y triptona 20 g/l; pH 7,0. 

3.6.1. Transformación de bacterias por choque térmico 

Se mezclaron 50 μl de suspensión bacteriana con 1 μl (10 ng DNA) del plásmido de interés 

y se incubó durante 30 min en hielo. Para facilitar la entrada del plásmido, las bacterias 

fueron sometidas a un choque térmico, el cuál consistió, en primer lugar en elevar la 

temperatura a 42°C durante 2 minutos y en segundo lugar mantener la mezcla en hielo 

otros 2 minutos. A continuación se añadieron 250 μl de medio SOC sobre dicha mezcla y 

se realizó una incubación en agitación durante 1 h a 37°C. Posteriormente, la mitad del 

volumen se sembró en condiciones de esterilidad por extensión con un asa de vidrio en 

una placa con medio LB y agar suplementado con el antibiótico de selección ampicilina a 

una concentración de 100 μg/ml. Las placas se incubaron en una estufa a 37°C durante 16 

h. En el caso de las bacterias E. coli “One shot Mach®” el procedimiento de 

transformación fue igual a excepción del choque térmico, que en este caso consistió en 

elevar la temperatura durante 30 segundos a 42°C seguido de 2 minutos en los que la 

mezcla se mantuvo en hielo. 

3.6.2. Selección de colonias y crecimiento en medio líquido 

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

ausencia de colonias satélite alrededor. Para su crecimiento en medio líquido, se rasparon 

con una punta de pipeta estéril y se inocularon en 6 ml de medio LB suplementado con el 

antibiótico de selección. Finalmente, se incubaron 16 h en agitación a 37°C. 
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3.6.3. Purificación del ADN plasmídico de cultivos de bacterias 

Para la extracción del ADN plasmídico de los cultivos de E. coli de una manera rápida y 

eficaz, se utilizó el kit comercial “illustra PlasmidPrep Mini Spin”. Este kit utiliza columnas 

de sílice que adsorben el ADN y permite su posterior elución. El ADN plasmídico 

purificado se cuantificó espectrofotométricamente a 260 nm en un NanoDrop. 

Posteriormente para comprobar la identidad del clon seleccionado, se realizó un estudio 

de restricción (apartado 3.8.5). 

3.7. PRODUCCIÓN DE VECTORES VIRALES 

3.7.1. Fundamento 

Los lentivirus son retrovirus de ARN lineal monocatenario, cuyo genoma se integra en el 

genoma de la célula huésped, y por tanto, permite una expresión estable y de larga 

duración del transgén de interés. Esto hace que los lentivirus sean idóneos para realizar 

estudios in vitro de la sobreexpresión o silenciamiento de un gen de interés.  

Para llevar a cabo distintos experimentos in vitro se han producido lentivirus 

recombinantes defectivos de forma que, por un lado, las partículas virales generadas no 

tuvieran capacidad replicativa, y por otro, los genes de las proteínas virales se sustituían 

por el transgén de interés. Para producir lentivirus se necesita una línea celular específica 

(célula empaquetadora) que se transfecta con tres plásmidos, dos de ellos con secuencias 

que codifican las proteínas estructurales de los lentivirus, y un tercer plásmido 

recombinante que contenga el ADN de interés flanqueado por las secuencias LTR (“long 

terminal repeats”) y por la señal de empaquetamiento, además de por otros elementos 

necesarios en cis como el TSS (sitio de inicio de transcripción), y el tracto polipurínico 

necesario para la síntesis de la segunda cadena. De esta manera, se generarán partículas 

lentivirales defectivas que pueden ser purificadas y concentradas a partir de los 

sobrenadantes del cultivo celular (Kuroda et al. 2009). 

3.7.2. Producción de las partículas virales 

Se utilizaron las células empaquetadores HEK-293T que se sembraron a subconfluencia en 

placas de 10 cm de diámetro recubiertas con colágeno. Se incubaron durante 8 h a 37°C 
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en atmósfera de 5 % de CO2 humidificada. A continuación, se transfectaron utilizando el 

método de la polietilenimina (PEI) con los siguientes plásmidos: 

 El vector de transferencia pLVTHM que portaba el shARN de interés. Este además 

contenía el gen reportero EGFP (“Enhanced Green Fluorescence Protein”), que 

permite el seguimiento de la fluorescencia de las células transducida, tanto por 

microscopía de fluorescencia como por citometría de flujo, así como el transgén 

de interés, separados entre sí por un elemento IRES. De forma paralela, se 

realizaba la transfección con el plásmido lentiviral pLVTHM-shLuc2, que codifica la 

EGFP y que se utilizó para producir virus control. 

 El plásmido psPAX2, que codifica proteínas estructurales del virus. 

 El vector de expresión pMD2.G, que codifica la glicoproteína G del virus de la 

estomatitis vesicular. 

Para formar los complejos PEI:ADN se mezclaron 6 μg del plásmido psPAX2, 4,5 μg del 

plásmido pMD2.G y 6 μg del plásmido de transferencia, disueltos en 1,2 ml de solución 

salina, con 60 μl de PEI. La mezcla se incubó durante 20 min a temperatura ambiente y se 

añadió a la placa de cultivo de células HEK-293T. Para mejorar la eficacia de transfección 

se añadió al cultivo cloroquina a 25 μM, ya que inhibe la degradación del ADN plasmídico 

en los lisosomas y aumenta así el rendimiento del proceso de producción de algunos tipos 

de virus (Gavrilescu and Van Etten 2007). A las 24 h se retiró el medio de cultivo con los 

complejos PEI:ADN y se sustituyó por medio nuevo. 

Se recogió el medio de cultivo de las placas a las 48 h, 56 h y 72 h después de la 

transfección. Este se purificó utilizando filtros de 0,45 μm de tamaño de poro y se 

ultracentrifugó a 20000 rpm, a 16°C durante 130 min para concentrar las partículas 

lentivirales. El precipitado se resuspendió en medio de cultivo RPMI y se incubó a 4oC 

durante 4 h. Se realizaron alícuotas de la suspensión viral y se conservó a -80oC hasta su 

uso. 

3.7.3. Titulación por citometría de flujo 

El título vital se determinó infectando las células diana con diluciones seriadas de la 

solución viral. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a la densidad celular 
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apropiada. A las 24 h, se prepararon las diluciones crecientes de la solución viral en medio 

de cultivo con polibreno, y se añadieron a la placa, que se centrifugaba a 1800 xg durante 

90 min a 32°C. 16 h después, se retiró el medio de cultivo y se sustituyó por medio nuevo. 

Cuatro días tras la transducción, se determinó el porcentaje de células EGFP+ por 

citometría de flujo. La concentración de partículas virales se calculó por la fórmula: 

Título 
TU

ml
=

10 ∗ 2 ∗ Nº células

Vol
 

donde,  

ED50 es el log10 de la dilución de la suspensión viral que consiguió traducir el 50 % de las 

células; TU: unidades transformantes (partículas virales infectivas) y Vol: volumen del 

medio de cultivo (ml). 

3.7.4. Determinación de la multiplicidad de infección (MOI) y condiciones de 

transducción óptimas 

La MOI es la relación entre el número de partículas virales y el número de células diana 

presentes en el cultivo. Se determinó la MOI óptima (aquella en la que utilizando la 

menor cantidad de partículas virales se consigue una transducción más eficiente) 

sembrando en placas de 96 pocillos el número adecuado de células según la línea celular. 

A las 24 h se infectaron con diferentes MOIs utilizando partículas virales con polibreno. A 

los 4 días tras la transducción, se determinó el número de células fluorescentes que 

expresaban la EGFP por citometría de flujo. 

3.8. MÉTODOS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

3.8.1. PCR de alta fidelidad 

Para llevar a cabo la PCR de alta fidelidad se utilizó el kit “AccuPrime Pfx SuperMix”. Se 

realizó una mezcla del ADN molde con los reactivos suministrados por el kit siguiendo las 

instrucciones del proveedor. La mezcla se incubó en un termociclador con las siguientes 

condiciones: un ciclo a 95oC durante 5 minutos, 40 ciclos de 95oC 15 segundos, 58oC 30 

segundos y 68oC durante un tiempo variable (1 minuto por cada kilobase del amplicón); y 

finalmente un ciclo de extensión a 68oC durante 10 minutos. Los productos de PCR se 
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visualizaron en un gel de agarosa y se purificaron tal y como se indica en los siguientes 

apartados. 

3.8.2. Electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizante 

Los geles de agarosa se prepararon mezclando tampón TAE pH 8,3 (40 mM Tris base, 1m 

EDTA y 20 mM ácido acético) con 1-2% de agarosa (p/v), dependiendo del tamaño de los 

amplicones a analizar. La mezcla se llevó a ebullición para disolver la agarosa y se añadió 

SYBR Green I para teñir el ADN. Tras polimerizar, el gel se colocó en la cubeta de 

electroforesis con tampón TAE. Las muestras se mezclaron con la solución de carga, 

relación 1:6 (v/v), antes de depositarlas en los pocillos del gel. Como patrón de tamaños 

moleculares de ADN se empleó un estándar de 1 kb o 100 pb, según el caso. El resultado 

de la electroforesis se visualizó en un equipo de análisis de imagen LAS-4000. 

3.8.3. Purificación del ADN contenido en geles de agarosa y reacciones enzimáticas 

Tras su visualización, en ocasiones los productos de PCR se recuperaron del gel de 

agarosa. Para ello, el fragmento del gel que contenía la banda de ADN de interés se cortó. 

Se usó el kit “illustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification” para extraer y purificar el 

ADN siguiendo las instrucciones del proveedor. La agarosa se disolvió calentando la 

solución correspondiente a 60oC durante 15 min, el ADN se purificó en una columna y se 

eluyó con tampón TE o agua, dependiendo de su aplicación posterior. 

El ADN resultante de reacciones enzimáticas se purificaba usando columnas del mismo 

kit, aplicando el protocolo correspondiente. 

3.8.4. Purificación del ADN genómico procedente de cultivos celulares 

El ADN genómico de células se purificó con el kit “QIAamp DNA Mini” (Quiagen) siguiendo 

las instrucciones del proveedor. 

3.8.5. Digestión con enzimas de restricción 

El ADN se mezcló con el tampón de reacción adecuado para la enzima usada, la enzima de 

restricción (5 U/μg de ADN) y agua ultrapura. Se añadía albúmina bovina sérica al 1% a la 

mezcla cuando la casa comercial lo recomendaba. La reacción de restricción se incubó 3 h 
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a 37°C para enzimas clásicas o 20 min a 37°C para las enzimas “Fast Digest™”. Los 

fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en un gel de agarosa. 

3.8.6. 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. Se envió una mezcla de 500 ng en caso de ser ADN 

plasmídico, o bien 100 ng por cada kilobase si era un producto de PCR, con 3,3 pmol de 

un “primer” específico, disueltos en 8 μl de agua ultrapura. El análisis de los 

cromatogramas tras la electroforesis capilar se realizó con el programa informático 

FinchTV 1.4 (Geospiza, PerkinElmer, Seattle, EE.UU.) y para la visualización de las 

secuencias de ADN se usó el programa Gene Construction Kit. 

3.8.7. Ensayo de detección de escisiones en el genoma o test de la endonucleasa T7 

La eficacia del método de silenciamiento CRISPR/Cas9 se comprobó mediante el ensayo 

de escisiones en el genoma, también llamado test de la endonucleasa T7. Este ensayo 

está basado en la capacidad de la endonucleasa T7 de detectar y cortar heterodímeros de 

ADN (Lowell and Klein 2000). Para ello se siguió el protocolo de kit comercial “GeneArt® 

Genomic Cleavage Detection Kit”. Brevemente, extrajo ADN genómico y, utilizando la 

enzima AmpliTaq Gold® y los cebadores específicos para cada gen, se amplificó un 

fragmento de ADN que contenía la región en la que se deseaban introducir mutaciones 

por CRISPR/Cas9. El producto de PCR se sometió a electroforesis en un gel de agarosa de 

bajo punto de fusión y el amplicón se purificó. Posteriormente se llevó a cabo la 

desnaturalización de las hebras de ADN por calentamiento a 95 °C durante 5 min, seguido 

del reanillamiento enfriando progresivamente hasta 25 °C. En este paso pueden darse dos 

posibilidades, que el reanillamiento se produzca entre hebras de ADN complementarias, o 

bien, que este proceso ocurra entre dos hebras no complementarias fruto de las diversas 

mutaciones que pueda haber incorporado el binomio CRISPR/Cas9. En este último caso, la 

falta de complementariedad es detectada y cortada por la endonucleasa. Los fragmentos 

resultantes se visualizan en un gel de agarosa de alta resolución. Pueden observarse 3 

bandas, una de mayor tamaño correspondiente al amplicón sin cortar, y otras dos de 
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menor tamaño correspondientes a los productos de corte de la enzima de detección 

(Figura MM-2). 

 

Figura MM-2. Esquema del ensayo de detección de escisiones en el genoma llevado a cabo para 

determinar si el silenciamiento por el método CRISPR/Cas9 ha resultado eficaz. 

3.9. TÉCNICAS DE CLONACIÓN 

3.9.1. Clonación de la secuencia codificante de MRP4 en el plásmido de lentivirus pWPI 

El plásmido pWPI-MRP4 fue desarrollado en un trabajo previo a esta Tesis Doctoral 

(Espinosa-Escudero 2018). Brevemente, la secuencia codificante de la ORF del gen ABCC4 

humano fue amplificada a partir del ADN complementario (ADNc) de células AGS 

mediante PCR de alta fidelidad (apartado 3.8.1), utilizando una estrategia de clonación de 

la ORF en dos fragmentos en vectores pGEM-T. Posteriormente se añadieron a los 

extremos de las secuencias sitios de corte para las enzimas de restricción adecuadas, y se 

procedió a la restricción de los fragmentos y su posterior ligación para la obtención de la 

ORF completa, y su posterior clonación en el plásmido lentiviral pWPI-V5. 



 

60 
 

O
b

je
ti

v
o

s
 

In
tr

o
d

u
cc

ió
n

 
M

a
te

ri
a

le
s 

y 
M

é
to

d
o

s
 

R
e

su
lt

ad
o

s
 y

 
D

is
c

u
s

ió
n

 
C

o
n

c
lu

si
o

n
es

 
B

ib
li

o
g

ra
fí

a
 

E
n

g
li

sh
 S

u
m

m
a

ry
 

 

3.9.2. Generación de plásmidos portadores de sh-ARN (short hairpin ARns) 

Dos de las secuencias de los sh-ARN frente a MRP4 habían sido previamente publicadas 

(sh2-MRP4: (Sassi et al. 2008); y sh4-MRP4: (van de Ven et al. 2008)), mientras que otras 

dos fueron diseñadas en el laboratorio (Tabla MM-2). En base a ello, se diseñaron 

oligonucleótidos para obtener los sh-ARN de interés con los extremos cohesivos para las 

enzimas de restricción MluI y ClaI. La estrategia a seguir consiste en diseñar cuatro 

parejas de oligonucleótidos (F y R), que posteriormente fueron hibridadas con su 

complementaria para generar la secuencia completa de cada sh-ARN. Se realizó una 

fosforilación de los extremos mediante una quinasa en presencia de ATP, y 

posteriormente se llevó a cabo la ligación con el plásmido lentiviral pLVTHM (Addgene) en 

los sitios de ClaI y MluI usando una relación vector:inserto de 1:25 con la enzima ligasa T4 

en un tampón adecuado. 

Tabla MM-2: Secuencias de los oligonucleótidos diseñados para clonar los shABCC4 y shLuc2. 

sh-ARN Oligos Secuencia (5’ - 3’) 

shLuc2 
F CGCGTCTGACGCGGAATACTTCGATTCAAGAGATCGAAGTATTCCGCGTCA

GTTTTTGGAAATCG 

 R CGATTTCCAAAAACTGACGCGGAATACTTCGATCTCTTGAATCGAAGTATTC
CGCGTCAGACGCG 

sh1-
MRP4 

F1 CGCGTGCACAGAAGCCTTCTTTAACATTCAAGAGATGTTAAA 
GAAGGCTTCTGTGCTTTTTGGAAAT 

R1 CGATTTCCAAAAAGCACAGAAGCCTTCTTTAACATCTCTTGAA 
TGTTAAAGAAGGCTTCTGTGCA 

sh2-
MRP4 

F2 CGCGTCAGTGTTCTTACACTTCCTAAGTTCTCTAGGAAGTGTA 
AGAACACTGTTTTTGGAAAT 

R2 CGATTTCCAAAAACAGTGTTCTTACACTTCCTAGAGAACTTAG 
GAAGTGTAAGAACACTGA 

sh3-
MRP4 

F3 CGCGTTACGTCCTTGTTAACTCTTCATTCAAGAGATGAAGAGT 
TAACAAGGACGTATTTTTGGAAAT 

R3 CGATTTCCAAAAATACGTCCTTGTTAACTCTTCATCTCTTGAA 
TGAAGAGTTAACAAGGACGTAA 

sh4-
MRP4 

F4 CGCGTGATGGTGCATGTGCAGGATTTCAAGAGAATCCTGCACATG 
CACCATCTTTTTGGAAAT 

R4 CGATTTCCAAAAAGATGGTGCATGTGCAGGATTCTCTTGAAATCCT 
GCACATGCACCATCA 
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A continuación, se transformaron, por choque térmico, bacterias E. coli DH5α con 2 μl del 

producto de ligación como se describe en el apartado 3.6.1. Las bacterias se sembraron 

en placas de LB solidificadas con agar, y suplementadas con ampicilina como antibiótico 

de selección. Algunas colonias se crecieron en medio LB líquido también suplementado 

con el antibiótico, y se extrajo el ADN plasmídico (apartado 3.6.3). La identidad de los 

clones seleccionados se confirmó con un estudio de restricción utilizando las enzimas 

EcoRI y XbaI y, finalmente, mediante secuenciación usando el oligonucleótido SP6 (5’-

TATTTAGGTGACACTATAG-3’) disponible en el Servicio de secuenciación de la Universidad 

de Salamanca (apartado 3.8.6).  

El plásmido control pLVTHM-shLuc2 se había clonado previamente en el laboratorio 

siguiendo la misma estrategia. 

3.9.3. Clonación de las guías para el sistema CRISPR/Cas9  

Se diseñaron dos parejas de oligonucleótidos (F y R) para cada gen (apartado 3.14.3) que 

fueron hibridadas para la construcción de la guía y posteriormente ligadas al plásmido 

pGEM-sgc en el sitio BbsI usando una relación vector:inserto 1:14. A continuación, por 

choque térmico se transformaron bacterias DH5α con 2 µl del producto de la ligación 

como se describe en el apartado 3.6.1. Se sembraron en placas con medio LB y agar 

suplementado con ampicilina como antibiótico de selección. Alguna de las colonias se 

crecieron en medio LB líquido suplementado con el antibiótico y se extrajo el ADN 

plasmídico (apartado 3.6.3). Se confirmó la identidad de los clones seleccionados con un 

estudio de restricción utilizando las enzimas BbsI y PvuII, y finalmente, mediante 

secuenciación en el servicio de secuenciación de la Universidad de Salamanca (apartado 

3.8.6).  

El plásmido pHL-Cas9 que contiene la endonucleasa, y el plásmido control CMV-Tomato 

ya habían sido clonados previamente en el laboratorio. 

  



 

62 
 

O
b

je
ti

v
o

s
 

In
tr

o
d

u
cc

ió
n

 
M

a
te

ri
a

le
s 

y 
M

é
to

d
o

s
 

R
e

su
lt

ad
o

s
 y

 
D

is
c

u
s

ió
n

 
C

o
n

c
lu

si
o

n
es

 
B

ib
li

o
g

ra
fí

a
 

E
n

g
li

sh
 S

u
m

m
a

ry
 

 

3.10. ANALISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-PCR CUANTITATIVA 

3.10.1. Extracción y cuantificación del ARN total 

Para extraer el ARN total a partir de los homogeneizados de tejido y de los lisados 

celulares, se utilizó el kit comercial “Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit”. Siguiendo el 

protocolo del proveedor se procesaron un máximo de 5x106 células o 30 mg de tejido. El 

precipitado obtenido se mezclaba con un tampón de lisis que inactivaba las ARNasas, 

asegurando de esta manera la integridad del ARN durante el proceso de extracción. A 

continuación se añadía etanol para proporcionar las condiciones adecuadas de retención 

del ARN en la membrana de sílice de las columnas sobre las que se aplicaban las 

muestras. El ADN adsorbido en la membrana se eliminaba mediante tratamiento con 

DNAsa I, y la purificación se completaba con varios pasos de lavados y centrifugaciones. 

La concentración del ARN extraído se cuantificaba espectrofotométricamente a λ = 260 

nM en el NanoDrop. 

3.10.2. Transcripción reversa (RT) 

Se sintetizó el ADN complementario (ADNc) que servía como molde en la reacción de PCR 

a partir del ARN extraído. Para la retrotranscripción se usó como molde 2 µg del ARN 

total, utilizando el kit comercial “SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit” o el kit “High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”. Estos kits proporcionan la transcriptasa reversa 

de un virus de la leucemia murina de Moloney recombinante (rMoMulV) optimizada, el 

buffer de reacción y random primers. Se siguieron las condiciones de incubación en el 

termociclador indicadas por el proveedor.  

3.10.3. Realización de la PCR cuantitativa (qPCR) 

La determinación de los niveles de expresión de genes se hizo utilizando una variante de 

la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al. 1992) la PCR 

cuantitativa a tiempo real (qPCR). La qPCR se llevó a cabo utilizando como sistema de 

detección SYBR Select Master Green. 
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Las condiciones de tiempo y temperatura para la PCR fueron, en todos los casos, las 

mismas. Las muestras se incubaron primero 2 min a 50°C, seguidos de 10 min a 95°C, y, 

por último, se sometieron a 40 ciclos de 15 s a 95°C y de 1 min a 60°C. 

La abundancia del ADN problema se corrigió por la del normalizador, GAPDH o HPRT, 

determinados paralelamente en cada muestra. Las determinaciones se realizaron siempre 

por duplicado y se incluyeron blancos de reacción, es decir, tubos en los que se sustituyó 

el ADNc por agua ultrapura. 

3.10.4. Tarjetas microfluídicas 

Las tarjetas o placas microfluídicas (“Microfluidic Cards” o “TaqMan Low Density Arrays”, 

TLDA) son placas multipocillo que permiten realizar hasta 384 reacciones de PCR al mismo 

tiempo, ya que cada pocillo de la placa contiene liofilizada la sonda Taqman para el gen 

de interés. Las TLDAs utilizadas fueron del formato de 96, así en cada TLDA se cargaban 

dos muestras por duplicado, de manera que para cada muestra se analizaban 93 genes de 

interés más los controles endógenos ARNr 18S GAPDH, y β-actina.  

El uso de TLDAs presenta varias ventajas respecto al uso de la PCR convencional: se usa 

un volumen de ADNc, es un método sensible, fiable, más barato, y además es un método 

rápido. 

Para cargar la TLDA se mezclaba cada uno de los ADNc obtenidos en la reacción de RT 

(100 ng/puerto) con la mezcla de reactivos Taqman Master Mix, y se cargaba la muestra 

en cada uno de los 8 puertos de la TLDA. Después se centrifugaba la placa dos veces a 300 

xg durante 1 min, finalmente se sellaba y se desencadenaba la reacción de PCR en el 

aparato ABI Prism 7900HT Sequence Detection System.  

Para analizar los resultados, se llevó a cabo una cuantificación relativa como se describe 

en el apartado 3.10.5. Para normalizar los valores de Ct de los genes diana se utilizaron 

los genes GAPDH y β-actina como controles endógenos (la media de sus valores de ΔCt).  

3.10.5. Cuantificación relativa 

La cuantificación relativa se basa en el método de comparación del ciclo umbral o Ct. Se 

utiliza un control endógeno como elemento normalizador, de forma que, la relación entre 
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el Ct del gen diana y el Ct del gen control endógeno, resulta un valor de Ct normalizado 

del gen diana (ΔCt). Este valor sirve para normalizar la cantidad de ADN añadido a la 

reacción y corregir variaciones en la cantidad de ARN de partida en la muestra. Para 

poder llevar a cabo este método y comparar los resultados, es necesario un calibrador, 

que es una muestra que sirve como base para comparar los resultados, a la que se le 

otorga el valor 1 de expresión. La expresión del diana, normalizada frente al control 

endógeno, y relativa al calibrador/muestra control, viene dada por: 

2-ΔΔCt 

En otros casos, en lugar de utilizar una muestra como calibrador, se ha estudiado la 

expresión relativa de cada gen en relación a la expresión del normalizador. En este caso, 

la cantidad de diana, normalizada frente al control endógeno, y relativa al normalizador, 

viene dada por:  

2-ΔCt 

3.11. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT  

3.11.1. Soluciones empleadas 

 Tampón A: 0,2 mM CaCl2, 10 mM Hepes-Tris pH 7,4, 100 mM KNO3, 10 mM MgCl2 

y 250 mM sacarosa.  

 Tampón fostato salino (PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM Na2HPO4, 1,5 

Mm KH2PO4 a pH 7,4. 

 Tampón de migración: 192 mM L-glicina, 1% SDS y 25 mM Tris. 

 Tampón RIPA: IGEPAL CA-630 1%, desoxicolato sódico 0,5%, SDS 0,1% disuelto en 

PBS. 

 Tampón de transferencia: 192 mM L-glicina, 20 % Metanol y 25 mM Tris. 

 Tampón Tris salino (TBS): 2,42 g/l Tris base, 8 g/l NaCl; pH 7,6. 

 TBS-T: TBS suplementado con 0,1% de Tween-20 (v/v). 

 Solución de carga 4x: 250 mM Tris-HCl base pH 6,8, 9,2% SDS, 10% glicerol, 20% -

mercaptoetanol, 0,08% azul de bromofenol. 
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3.11.2. Obtención de homogenados de cultivos celulares 

Para la obtención de homogeneizados de células se tripsinizaron las células y tras lavarlas 

con PBS para eliminar restos de medio y tripsina, se resuspendieron en el volumen 

deseado de RIPA más inhibidor de proteasas al 1%. Posteriormente se incubaba el 

homogeneizado 20 min en hielo agitando cada 5 min. Se centrifugó a 20.000 xg durante 

20 min a 4 °C. El sobrenadante que contenía el homogeneizado celular se congeló a -80°C. 

Posteriormente se determinó la concentración de proteínas (apartado 3.15.4). 

3.11.3. Obtención de crudos de membranas de cultivos celulares 

Para la obtención de crudos de membrana las células se tripsinizaron y tras lavarlas con 

PBS para eliminar restos de medio y tripsina, se resuspendieron en el tampón A (0,5 

ml/106 células). Posteriormente se utilizó un potter manual “tight fitting” para disgregar 

las células. Los crudos de membrana se separaron del citoplasma ultracentrifugando a 

46700 rpm durante 95 min a 16°C. Tras la centrifugación se recogió el sobrenadante que 

contenía las proteínas del citoplasma y el contenido intracelular, y por otro lado, se 

resuspendió el precipitado, es decir los crudos de membrana, en tampón A (0,1 ml/106 

células). 

3.11.4. Procedimiento 

3.11.4.1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Dependiendo del tamaño molecular de la proteína de interés, se prepararon geles 

separadores de poliacrilamida del 5-12% (p/v), en Tris-HCl, utilizando el soporte del 

sistema “Mini Protean II Cell”. Cuando el gen separador polimerizó, se depositó encima el 

gel concentrador (4% de poliacrilamida), y se dejó polimerizar a temperatura ambiente 

sin retirar el peine. 

El homogeneizado de proteínas se mezcló con la solución de carga 4x y β-mercaptoetanol 

(5%, v/v), y se dejó a temperatura ambiente durante 5 min. Se cargaron por pocillo 20-50 

µg de proteínas, y se desencadenó la electroforesis vertical en una cubeta con solución de 

migración a una corriente constante de 15 mA para el gel concentrador, y 30 mA para el 

gel separador. 
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3.11.4.2. Transferencia 

Una vez terminada la electroforesis se llevó a cabo la transferencia de proteínas desde el 

gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa en una cubeta con tampón de 

transferencia sometido a una corriente constante de 250 mA, a 4°C en agitación durante 

120 min. 

3.11.4.3. Inmunodetección 

Tras la transferencia a la membrana de nitrocelulosa, se bloqueó los sitios inespecíficos 

de unión embebiendo la membrana durante 1 h en agitación en leche descremada al 5% 

(p/v) disuelta en TBS-T. Después la membrana se incubó con el anticuerpo primario 

específico (Tabla MM-3) frente a la proteína de interés en leche descremada al 1-5% a 4°C 

durante 16 h. Posteriormente se lavó la membrana 3 veces (15 min cada lavado) con TBS-

T, y se incubó durante 1 h con el anticuerpo secundario correspondiente (1:2000) 

conjugado con la peroxidasa (HRP). Tras otros 3 lavados se reveló la membrana. 

3.11.4.4. Revelado 

La membrana se incubó brevemente con los reactivos de detección ECL (“Enhanced 

ChemiLuminiscence”) y se llevó a cabo el revelado en el equipo de análisis LAS-4.000 

durante el tiempo necesario en cada caso para obtener una señal detectable con el 

menor ruido posible. 

3.12. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR INMUNOFLUORESCENCIA 

3.12.1. Soluciones empleadas 

 Tampón fostato salino (PBS): 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 0,5 mM Na2HPO4, 1,5 Mm 

KH2PO4 a pH 7,4. 
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Tabla MM-3. Anticuerpos primarios empleados para detectar proteínas humanas. 

Antígeno Referencia Especie de 
origen Dilución Casa Comercial 

ARID1A 12354 Oryctolagus 
cuniculus 

1:1000 
(BSA 5 %) Cell Signaling 

BCRP ab3380 Mus musculus 1:500 
(leche 1 %) Abcam 

GAPDH sc-32233 Mus musculus 1:1000 
(leche 5 %) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

MDR1 c219 Mus musculus 1:1000 
(leche 5 %) Thermo 

MRP1 ALX-801-007 Rattus 
norvegicus 

1:1000 
(leche 2 %) Enzo Life Sciences 

MRP2 ALX-801-016 Mus musculus 1:300 
(leche 2 %) Enzo Life Sciences 

MRP3 M0318 Oryctolagus 
cuniculus 

1:500 
(leche 5 %) Sigma-Aldrich 

MRP3 M0318 Mus musculus 1:50 
(leche 5 %) Sigma-Aldrich 

MRP4 ab15602 Mus musculus 1:500 
(leche 2 %) Abcam 

MRP5 AM31988SU-N Rattus 
norvegicus 

1:50 
(leche 1 %) Acris Antibodies 

Na+/K+-ATPasa ab2871 Mus musculus 1:100 
(leche 5 %) Abcam 

Na+/K+-ATPasa ab76020 Oryctolagus 
cuniculus 

1:100 
(leche 5 %) Abcam 

Na+/K+-ATPasa sc-28800 Oryctolagus 
cuniculus 

1:100 
(leche 5 %) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

p53 sc126 Mus musculus 1:500 
(leche 5 %) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

 

3.12.2. Preparación de las muestras 

De los fragmentos de tejido almacenados a -80°C se obtuvieron cortes de 5 µm en un 

criostato a una temperatura entre -20°C y -15°C. Estos se colocaron en portas, y se 

guardaron a -20°C hasta su utilización. 

Para el marcaje con inmunofluorescencia las células se sembraron en placas de 24 

pocillos sobre cubreobjetos circulares a la densidad óptima según la línea celular con 500 

µl de medio de cultivo por pocillo. 
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3.12.3. Inmunodetección 

La fijación/permeabilización se llevó a cabo incubando durante 1 min con metanol puro 

almacenado a -20 °C. Tras tres lavados rápidos con PBS, las uniones inespecíficas se 

bloquearon incubando durante 30 min con suero bovino fetal al 5% en PBS. A 

continuación se incubaron las muestras durante 1 h con los anticuerpos primarios 

correspondientes (Tabla MM-4) diluidos en FBS a distinta concentración según el 

anticuerpo. Seguidamente se realizaron tres lavados de 10 min con PBS, y se llevó a cabo 

la incubación en oscuridad con el anticuerpo secundario adecuado: anti-IgG de ratón o 

rata conjugado con Alexa Fluor-488® o Alexa FLuor-594® (dilución 1:1.000) y con DAPI 

para teñir los núcleos (1:5.000). Después se volvieron a realizar los lavados con PBS, se 

añadió medio de montaje, se colocó el cubreobjetos sobre el portaobjetos y se selló con 

esmalte de uñas. Para visualizar el marcaje se utilizó un microscopio confocal. 

Tabla MM-4. Anticuerpos primarios empleados para detectar proteínas humanas por 
inmunofluorescencia. 

Antígeno Referencia Especie de 
origen Dilución Casa Comercial 

MRP1 ALX-801-007 Rattus 
norvegicus 

1:40 
(FBS 1 %) Enzo Life Sciences 

MRP3 ab3375 Mus musculus 1:40 
(FBS 1 %) Abcam 

MRP4 NB100-1471 Oryctolagus 
cuniculus 

1:100 
(FBS 1 %) Novus Biologicals 

MRP5 AM31988SU-N Rattus 
norvegicus 

1:25 
(PBS) Acris Antibodies 

Na+/K+-ATPasa ab2871 Mus musculus 1:500 
(FBS 1 %) Abcam 

Na+/K+-ATPasa ab76020 Oryctolagus 
cuniculus 

1:100 
(FBS 1 %) Abcam 

Na+/K+-ATPasa sc-28800 Oryctolagus 
cuniculus 

1:100 
(FBS 1 %) 

Santa Cruz 
Biotechnology 

 

3.13. ESTUDIOS DE TRANSPORTE IN VITRO 

El uso de fluorocromos en citometría de flujo nos permite evaluar la funcionalidad de 

proteínas transportadoras como las proteínas ABC. En esta Tesis Doctoral utilizamos 

sustratos fluorescentes específicos, Fluo-3 para el estudio de la capacidad transportadora 
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de MRP1 y MRP3, y CF como sustrato de MRP4 y MRP5. Estos sustratos se acumulan en el 

interior celular en función de la actividad de las proteínas con capacidad de 

transportarlos.  

3.13.1. Soluciones utilizadas 

 Medio de captación pH 7,4: CaCl2 1.8 mM, D-glucosa 11 mM, Hepes 50 mM, KCl 

5,3 mM, KH2PO4 1 mM, MgSO4 0,8 mM y NaCl 96 mM. 

 Tampón fosfato salino: KCl 5,3 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 137 mM y Na2HPO4 0,5 

mM. 

3.13.2. Experimentos de funcionalidad de las bombas MRPs y selección de clones  

Se realizaron experimentos de captación de sustratos conocidos decada una de las 

bombas estudiadas. Las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS, y tras una 

centrifugación de 5 minutos se resuspendieron en medio de captación (Al-Abdulla et al. 

2020). Para evaluar el tiempo necesario para la carga de cada sustrato, las células se 

incubaron a 37°C con cada compuesto fluorescente (1 µM CF o 2 µM Fluo-3) durante 

diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 30 y 45 minutos) antes de añadir medio de captación a 

4°C para parar el proceso de transporte. En el caso de la selección de clones, se realizó la 

medida solo a un tiempo óptimo para cada caso. A continuación, la fluorescencia 

intracelular fue medida en el citómetro de flujo utilizando como luz de excitación la 

proporcionada por el láser de 488 nm. Como filtro de emisión se utilizó FL1.  

En el caso de los estudios de eflujo, así como en los estudios de inhibición, la captación 

del sustrato se hizo tanto en presencia como en ausencia de los inhibidores durante el 

tiempo escogido. 

3.14. ESTUDIOS IN SILICO 

3.14.1. Expresión de genes en muestras de pacientes 

En esta Tesis Doctoral se realizó un estudio in silico de la expresión de los genes ABCC1 y 

ABCC4 en muestras de pacientes disponibles públicamente en la bases de datos TCGA y 

“Human Protein Atlas” (www.proteinatlas.org). 
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En la base de datos TCGA se recoge un total de 406 casos de adenocarcinoma gástrico. De 

estos, seleccionamos para su análisis los datos pareados, es decir aquellos casos que 

presentan información de la expresión en el tejido tumoral (T) y en el tejido adyacente no 

tumoral (NT), y que eran un total de 26 pacientes. 

La base de datos “Human Protein Atlas” relaciona la expresión de los diferentes genes 

con el tiempo de supervivencia de los pacientes tras el diagnóstico, mediante un análisis 

Kaplan-Meier. En el caso del cáncer de estómago esta herramienta presenta información 

para 354 pacientes. 

3.14.2. Diseño de cebadores 

Los cebadores o “primers” específicos para el ADN codificante de cada una de las 

proteínas a estudiar en esta Tesis Doctoral, se diseñaron utilizando como referencia la 

secuencia del ARNm específica para cada gen publicada en la base de datos GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) mediante el programa OligoAnalizer 3.1 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer) (Integrated DNA 

Technologies, Coralville, EE.UU.). La especificidad de cada uno de ellos se chequeó con el 

programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.niih.gov/).  

Los primers utilizados se diseñaron, en la medida de lo posible, a caballo entre dos exones 

codificantes, para así minimizar los problemas derivados de la contaminación de las 

muestras de ARN con ADN genómico y transcritos primarios (pre-ARNm). 

Las casas comerciales suministraron los primers liofilizados. Antes de su uso se 

solubilizaron en agua ultrapura, y se valoraron por espectrofotometría a λ = 260 nm en un 

Nanodrop. 

En la Tabla MM-5 se recogen las secuencias de nucleótidos de los cebadores utilizados 

para la cuantificación relativa de la abundancia de ARNm de las diferentes proteínas 

estudiadas en esta Tesis Doctoral. 
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Tabla MM-5. “Primers” forward y reverse utilizados para cuantificar los niveles de expresión de 
genes humanos por RT-PCR cuantitativa. 

Gen Proteína Cebador (5’3’) Tipo Amplicón 
(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 
CGTGAACTGCAGAAGACTAGAGAGAC

TG 
F 

128 NM_005688 
GGCACACGATGGACAGGATGA R 

ABCC6 MRP6 
GTGGGTTTCTGGCCTGGTCT F 

164 NM_001171 
ATGCTATTGCCTTGTTGTGCCTCC R 

ABCG2 BCRP 
CCCAGGCCTCTATAGCTCAGATCATT F 

161 NM_004827 
CACGGCTGAAACACTGCTGAAACA R 

ARID1A ARID1A 
CCCTCCAGCTTGCCTGATCTATCT F 

99 NM_006015 
GCTGGAAATCCCTGATGTGCTCA R 

ATP7A 
Menkes 
Disease-

Associated 

CAAACATCAAAGGCTCCTATCCAGCA F 
104 NM_000052 

ACAATCCATACCAAGAGGGTGGCA R 

ATP7B 
Wilson 

Disease-
Associated 

TTGAGCTGACAATCACAGGGATGAC F 
126 NM_000053 

ACTTAACAAGGGCTTTGCTGGTGG R 

CD44 CD44 
GCCTGGCGCAGATCGATTTGAATA F 

93 NM_000610 
CCTCCGTCCGAGAGATGCTGTA R 

CDC6 CDC6 
CAAGCAAGAAGGCACTTGCTACCA F 

128 NM_001254.4 
TCCCACAGATGTGTTCCCTCAAGAAA R 

CDH2 N-cadherina 
GAGTCAGTGAAGGAGTCAGCAGAAGT F 

107 NM_001792.5 
GGAGGGATGACCCAGTCTCTCTT R 
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CDKN1A p21 
GAGGAGGCGCCATGTCAGAA F 

124 NM_000389 
ATTAGCGCATCACAGTCGCGG R 

FAS FAS 
GCCCTGTCCTCCAGGTGAAA F 

103 NM_000043 
GGCTTTGTCTGTGTACTCCTTCCC R 

GAPDH GAPDH 
TGAGCCCGCAGCCTCC F 

138 NM_002046 
TACGACCAAATCCGTTGACTCC R 

HPRT1 HPRT1 
GCCCTGGCGTCGTGATTAGT F 

140 NM_000194 
AGCAAGACGTTCAGTCCTGTCCATAA R 

PTEN PTEN 
GGCGGAACTTGCAATCCTCAGTTT F 

123 NM_000314 
AGGTAACGGCTGAGGGAACTCAAA R 

POLR2A POLR2A 
CGGCTATAAGGTGGAACGGCA F 

125 NM_000937.5 
AGCGAAAGGTAGACCATGGGAGAAT R 

SLC22A1 OCT1 
TGCAGACAGGTTTGGCCGT F 

187 NM_003057 
GCCCGAGCCAACAAATTCTGTGAT R 

SLC22A2 OCT2 
CCCTTCAGCGCCTGAGACTT F 

177 NM_003058 
TCACCTGCAAGGCCCATGT R 

SLC22A3 OCT3 
CATCGTCAGCGAGTTTGACCTTGT F 

139 NM_21977 
GTAAATGACGATCCTGCCATACCTGTC R 

SLC31A1 CTR1 
GGAAATTCTTGCCCAACTAAACCCAGA

A 
F 

277 NM_001859 
TCCGCCTCCTAGGTTCAAGTGATT R 

SLCO1B1 OATP1B1 
TGCAATGGATTGAAGATGTTCTTGGCA F 

166 NM_006446 
GCAAATTTCCAATTTCAAAGCTTCCGTC

A 
R 

SLCO1B3 OATP1B3 
AGATTGTGTAAAGGAATCTGGGTCACA F 

198 NM_019844 
AGTGCAAAGCCAATGACTGGAC R 

TP53 p53 
CGCTGCTCAGATAGCGATGGT F 

151 NM_000546.5 
TGGTACAGTCAGAGCCAACCTCA R 

UGT1A UGT1A 
CTTTGGGCAAAATCCCTCAGACAG F 

124 NM_000463.3 
GTCATCGGGTGACCAAGCAGA R 

VIM Vimentina 
CGGCAGGTGGACCAGCTAA 

5’- -3’ 
F 

112 NM_003380.5 
TCTGAAGCATCTCCTCCTGCAATTTCT R 
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3.14.3. Diseño de oligonucleótidos para el sistema CRISPR/Cas9 

Para la aplicación del sistema CRISPR/Cas9 es necesaria la generación de guías capaces de 

interaccionar con la endonucleasa Cas9 y que la dirijan a la secuencia específica del 

genoma donde ha de realizar el corte. 

Las diferentes guías se formaron mediante la hibridación de dos oligonucleótidos 

diseñados específicamente para cada gen a silenciar, y que tuvieran extremos 

compatibles con el plásmido pGEM-sgc linealizado. Se diseñaron utilizando como 

referencia la secuencia del ARNm específica para cada gen, publicada en la base de datos 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) mediante el programa OligoAnalizer 

3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer) (Integrated DNA 

Technologies, Coralville, EE.UU.), esta herramienta determina las regiones con PAM 

(Protospacer Adjacent Motif) y muestra todas las posibles guías.  

Tabla MM-6. Parejas de oligonucleótidos utilizados en la formación de guías para el sistema 
CRISPR/Cas9. 

Gen Proteína Exón Oligonucleótidos (5’ – 3’) Tipo 

ABCC1 MRP1 9 
CACCGGATCAAGACCGCTGTCATT F 

AAACAATGACAGCGGTCTTGATCC R 

ABCC3 MRP3 2 
CACCGGATGATGTAGCCACGACAA 

 
F 

AAACTTGTCGTGGCTACATCATCC 
 

R 

ABCC4 MRP4 15 
CACCGAAGGTACGATTCCTTAGTGT F 

AAACACACTAAGGAATCGTACCTTC R 

AXIN1 AXIN1 2 
CACCGCCCTGCTGGATGACCAAGAT F 

AAACATCTTGGTCATCCAGCAGGGC R 

ARID1A ARID1A 5 
CACCGTCAATAGATGACCTCCCCAT F 

AAACATGGGGAGGTCATCTATTGAC R 

PTEN PTEN 6 
CACCGCTACCTGTTAAAGAATCATC F 

AAACGATGATTCTTTAACAGGTAGC R 

TP53 p53 6 
CACCGTCCACTCGGATAAGATGCTG F 

AAACCAGCATCTTATCCGAGTGGAC R 
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En todos los casos se valoró la posible aparición de “off-targets”, es decir, la modificación 

indeseada de otras secuencias del genoma, y se seleccionaron las guías con mayor 

eficacia y especificidad teniendo en cuenta el riesgo de “off-targets” para evitar su 

aparición. Por otro lado, se intentó que el exón a silenciar fuera común a todas las 

variantes del gen, y que, preferentemente, estuviera delante para así romper la fase y 

evitar que se formara la proteína. En la Tabla MM-6 se recogen las secuencias de 

nucleótidos de los cebadores utilizados para la formación de las guías diseñadas. 

Para el chequeo de la eficacia del método mediante el ensayo de detección de escisiones 

en el genoma (apartado 3.8.7) y para la validación por secuenciación de las poblaciones 

monoclonales generadas, se diseñaron, utilizando las mismas herramientas 

bioinformáticas indicadas anteriormente, cebadores específicos que flanqueaban la 

mutación producida por el sistema. En la Tabla MM-7 se recogen las secuencias de 

nucleótidos de los cebadores utilizados para ello. 

Tabla MM-7. “Primers” forward y reverse diseñados para la validación de la eficacia del sistema 
CRISPR/Cas9 por el ensayo de detección de escisiones en el genoma y secuenciación de los loci de 
interés mutados en las poblaciones onoclonales generadas. 

Gen Proteína Oligonucleótidos (5’ – 3’) Tipo Amplicón (pb) 

ABCC1 MRP1 
CTCAGGAGAAAGTTGCAGTGCCAA F 

395 (153/242) 
GCTACCCTCATCCTACTGCTCCA R 

ABCC3 MRP3 
GACTCCAACCTGTCTGTGCACAC 

 
F 

897 (796/131) 
GACGCACCACAGCAGGACA 

 
R 

ABCC4 MRP4 
GACCTAACACAGAGTCTGGCTGAGAA T F 

542 (318/224) 
ATGGAATAGAGCCCTGAAACCACAGAA R 

AXIN1 AXIN1 
GACCCACCTTTCCTAATCCTTGTCCT F 

1049 (637/412) 
GCTCTCGGAGGTGAGTACAGAAAGT R 

ARID1A ARID1A 
GAGACGTGCCATTGCACTCCA F 

567 (320/247) 
CAGGCATGAGCCAGAGATGCTTT R 

PTEN PTEN 
GGCTACGACCCAGTTACCATAGCA F 

271 (158/118) 
TCCAATACATGGAAGGATGAGAATTTCAAGCA R 

TP53 p53 
CACCATGAGCGCTGCTCAGA F 

353 (227/126) 
CTTTGCACATCTCATGGGGTTATAGGGA R 
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Como en el caso de los cebadores usados para PCR cuantitativa, las casas comerciales 

suministraron los primers liofilizados y antes de su uso se solubilizaron en agua ultrapura, 

y se valoraron por espectrofotometría a λ = 260 nm en un Nanodrop. 

3.15. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 

3.15.1. Determinación de la viabilidad celular por el test del azul de Tripán 

Este método se basa en que solo las células vivas son capaces de excluir el colorante azul 

de Tripán. Para la realización de este test se mezclaron en proporciones iguales una 

suspensión celular y azul de Tripán al 0,4%. Las células se contaron al microscopio en una 

cámara Thoma, siendo viables sólo aquellas que no eran azules. 

3.15.2. Determinación de la viabilidad celular por el test de MTT 

Soluciones utilizadas: 

 Medio de cultivo: el usado respectivamente para cada línea celular. 

 Solución de MTT: 5 mg/ml de MTT en PBS. 

 Solución de lisis: 10% SDS, 10 mM HCl en agua filtrada. 

Se cuantificó el número de células vivas en los ensayos de proliferación o 

quimiosensibilización celular utilizando un método colorimétrico, el test de formazán. 

Este método se basa en la transformación del MTT por las deshidrogenasas 

mitocondriales metabólicamente activa, a una sal de tetrazolio de color amarillento, en 

formazán, que es insoluble y de color violeta. Los cristales violetas de formazán se 

solubilizan con una solución detergente ácida. La cantidad de formazán producido se 

cuantifica utilizando un espectrofotómetro y es directamente proporcional al número de 

células vivas. 

Para llevar a cabo esta técnica, en primer lugar se añadieron a cada pocillo de la placa 110 

µl de 0,5 mg/ml MTT en medio de cultivo. La placa se incubó durante 4 h a 37 °C y 

posteriormente se añadió 100 µl/pocillo de solución de lisis.  

Tras 16 h de incubación a 37°C en oscuridad, se determinó la intensidad del color del 

sobrenadante en un lector de ELISA a una longitud de onda de 595 nm. Como blanco se 
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utilizaron pocillos en los que no se habían sembrado células pero si se habían incubado 

con los distintos compuestos ensayados y a los que también se habían sometido a la 

técnica de MTT. 

3.15.3. Determinación de la viabilidad celular por el test de la sulforrodamina 

Soluciones utilizadas: 

 Ácido acético 1% /p/v) en agua. 

 Ácido tricloroacético (TCA) 5% /p/v) en agua. 

 PBS. 

 Sulforrodamina B 0,057 % (p/v) en ácido acético 1 %. 

 Tris 10 mM pH 10.5. 

Se cuantificó el número de células vivas en los ensayos de viabilidad o proliferación 

utilizando un método colorimétrico, el test de la sulforrodamina. Este método se basa 

en el aumento de la afinidad de la SRB a los aminoácidos básicos de las proteínas en 

condiciones ácidas. Se fija a estos proporcionando de esta manera un índice del 

contenido de proteína celular que se cuantifica utilizando un espectrofotómetro y es 

directamente proporcional al número de células vivas. 

 Para llevar a cabo esta técnica, en primer lugar se lavan las células con PBS y se 

fijan durante 1 h a 4o utilizando TCA frío al 10 %. Posteriormente las células se 

lavan cuatro veces con agua destilada y se secan durante 90 min a 50 oC. 

 Para la tinción las células se incuban 30 min a temperatura ambiente con 

sulforrodamina B 0,057 %. Para eliminar el exceso de tinción, transcurrido ese 

tiempo los pocillos se lavan cuatro veces con ácido acético 1 % y se dejan secar 

durante 90 min a 50oC. 

 Para disolver la tinción, se añadieron a cada pocillo 200 µl de solución base Tris 10 

mM y se incubó la placa 16 h a temperatura ambiente. 

 Tras la incubación se determinó la intensidad del color del sobrenadante en un 

lector de ELISA a una longitud de onda de 540 nm. Como blanco se utilizaron 

pocillos en los que no se habían sembrado células pero si se habían incubado con 
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los distintos compuestos ensayados y a los que también se habían sometido a la 

misma técnica. 

3.15.4. Valoración de proteínas totales 

Se utilizó una modificación del método de Lowry (Markwell et al. 1978) para medir la 

concentración de proteínas totales. Este método se basa en la reducción de proteínas con 

cobre en medio alcalino y la posterior reducción del ácido fosfomolíbdico fosfotúngstico 

con las proteínas tratadas. El producto resultante se determina 

espectrofotométricamente. Como patrón se utilizó albumina bovina sérica. 

3.15.5. Parámetros bioquímicos en suero 

En los modelos in vivo se determinaros los parámetros bioquímicos de daño hepático y 

renal en suero mediante métodos de química seca con el analizador automático 

“Spotchem EZ SP-4430”. Como marcadores de daño hepático se midieron: proteínas 

totales, albúmina, bilirrubina, AST (aspartato aminotransferasa) y ALT (alanina 

aminotransferasa). Para la determinación del daño renal se midió el ácido úrico y BUN 

(nitrógeno ureico). 

3.15.6. Medida de sorafenib por HPLC-MS/MS 

De cada tumor homogeneizamos aproximadamente 35 mg, a los que añadimos 10 µl de 

solución salina por cada mg de tejido tumoral. De este volumen se tomaban 50 µl que se 

añadían a 200 µl de metanol absoluto. El mix se centrifugó a 4°C durante 5 min a máxima 

velocidad. Se recogían 100 µl del sobrenadante que se preparaban para el análisis en el 

HPLC-MS-MS. 

Una vez procesadas las muestras tumorales, se siguió una modificación del método 

descrito por Sparidans (Sparidans et al. 2009) para la medida de sorafenib por HPLC-

MS/MS. 

Para la separación cromatográfica se utilizó una columna Zorbax C18 (30 mm x 2,1 mm; 

3,5 µm) termostatizada a 35°C, y empleando como fase móvil una mezcla de metanol 

agua (70:30), conteniendo ambos constituyentes 5 mM de acetato amónico y 0,1 % de 
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ácido fórmico a pH 4,6. El flujo de trabajo era de 0,3 ml/min, y en todos los casos el 

volumen de inyección 1 µl. Para la fuente iónica las condiciones de trabajo fueron: 

temperatura de gas (N2) 350°C, flujo del gas 10 ml/min, presión del nebulizador 20 psi, y 

voltaje de 2.500V. 

En primer lugar, se elaboró una recta patrón de sorafenib con soluciones preparadas en 

metanol con concentraciones de 0,3 a 40 µM. La presencia de sorafenib en los tumores se 

confirmó utilizando el método de trabajo MRM siguiendo la transición específica del ion 

precursor (ion molecular - H+) 465,1 m/z a los iones producto 270 y 252 m/z. 

3.16. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 

La expresión de los resultados se ha calculado como la media y la desviación estándar 

(DE) o el error estándar de la media (EEM). 

La significación estadística de las diferencias al comparar dos medias se ha calculado 

usando el test de la t de Student de valores pareados y no pareados según el caso. Para 

las comparaciones entre varios grupos se utilizó el test de comparaciones múltiples de 

Bonferroni tras un previo análisis de la varianza (ANOVA). 
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4.1. ANTECEDENTES 

Como ya se ha comentado anteriormente, el tipo más común de cáncer de estómago es 

el ACG que, además de por su alta incidencia, destaca por su elevada mortalidad (Cheng 

et al. 2017) y por una pobre respuesta a la quimioterapia antineoplásica disponible en la 

actualidad.  

En algunos pacientes, la quimioterapia adyuvante o neoadyuvante puede mejorar el 

pronóstico e incrementar la esperanza de vida. Sin embargo, en la mayoría de los casos, 

estos tratamientos que, como ya se ha mencionado detalladamente en Introducción, 

incluyen como terapia de primera línea combinaciones de fármacos, fundamentalmente 

las denominadas ECF, ECX, así como taxanos, irinotecán y paclitaxel como tratamientos 

de segunda línea, que en ningún caso aumentan significativamente la esperanza de vida 

de los pacientes (Takahari 2017). Actualmente, se está estudiando el uso de TKIs como el 

sorafenib o el lapatinib para el tratamiento del ACG, pero hasta ahora su uso clínico no se 

ha generalizado (Tirino et al. 2018). 

El primer objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar la huella genética de 

quimiorresistencia (HGQT) del ACG, con el fin de identificar los mecanismos 

determinantes en la falta de respuesta de los tumores gástricos a la quimioterapia y 

poder así desarrollar estrategias encaminadas a superar esta grave limitación del 

tratamiento farmacológico. Entre los mecanismos más importantes responsables de la 

baja eficacia de los fármacos antitumorales se encuentran aquellos que determinan una 

reducción de su contenido intracelular y que se han clasificado como mecanismos de 

resistencia farmacológica de tipo 1 (MPR-1) (Marin et al. 2020). Estos pueden deberse a 

cambios en la expresión o en la función de proteínas transportadoras de membrana, que 

provocan una disminución de la captación de los fármacos antitumorales (MPR-1a) o una 

mayor exportación por las células tumorales (MPR-1b). Este último proceso es el 

resultado de la sobreexpresión de proteínas ABC, que juegan un papel clave en el 

desarrollo del fenotipo MDR en las células de cáncer. Aunque su relevancia e interés 

pronóstico y terapéutico aún no se conoce con exactitud en ACG, su inhibición podría ser 

una estrategia útil para mejorar la eficacia de la quimioterapia, puesto que este bloqueo 
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provocaría un aumento en la concentración intracelular del fármaco. Esto a su vez, podría 

aumentar la eficacia de los fármacos a dosis más bajas, disminuyendo de este modo los 

efectos secundarios de la quimioterapia. Los inhibidores de estas bombas o 

quimiosensibilizadores ideales para ser utilizados en clínica deben cumplir tres 

características: ser altamente efectivos, específicos y poco tóxicos para el paciente. 

Algunos compuestos sintéticos, productos naturales y derivados semisintéticos de estos, 

así como nuevas estrategias basadas en la nanotecnología y en el uso de ácidos nucleicos, 

proteínas y péptidos han demostrado ser eficaces in vitro reduciendo la actividad de 

diferentes bombas ABC y sensibilizando a distintos fármacos antitumorales a células 

derivadas de tumores gastrointestinales (Marin et al. 2018). Basándonos en esto, nos 

planteamos como segundo objetivo de esta Tesis Doctoral, llevar a cabo la evaluación 

preclínica de una estrategia de quimiosensibilización del ACG basándonos en la inhibición 

de bombas exportadoras de fármacos ABCC.  

Tanto en modelos in vitro como in vivo, se han llevado a cabo estudios de sensibilización 

de ACG por inhibición de las bombas de expulsión de fármacos o mediante disminución 

de la expresión de estas. En el caso de MRP1 se ha estudiado la posibilidad de reutilizar 

fármacos, sustratos o inhibidores de esta bomba, indicados en el tratamiento de otras 

patologías para sensibilizar a las células tumorales a la quimioterapia. Este es el caso de la 

mifepristona, un fármaco antiprogestágeno usado como anticonceptivo y abortivo, y que 

ha demostrado en líneas celulares de ACG potenciar la sensibilidad de las células a 

vincristina mediante inhibición de MDR1 y MRP1 (Li et al. 2004). El Rofecoxib, fármaco de 

la familia de los AINES usado antiguamente en el tratamiento de la osteoartritis y la 

dismenorrea, también ha demostrado su poder quimiosensibilizante en líneas celulares 

de cáncer gástrico a diferentes fármacos utilizados en el tratamiento del ACG (Zhu et al. 

2010). El pantoprazol, un fármaco usado comúnmente en el tratamiento del reflujo 

gastroesofágico, ha mostrado tanto in vitro como in vivo su capacidad de sensibilizar las 

células tumorales a doxorrubicina mediante la disminución de la expresión de MRP1 y 

MDR1 (Chen et al. 2012). Por otro lado, el uso de shARN para el silenciamiento de la 

expresión de diferentes proteínas como son ZNF139 (Li et al. 2014) y la integrina ligada a 

quinasa (ILK) (Song et al. 2012) han demostrado su eficacia sensibilizando las células a 

cisplatino, oxaliplatino y 5-FU. Por el contrario, estrategias para la sobreexpresión del 
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factor de transcripción AP-2α en líneas celulares de cáncer gástrico revierten el fenotipo 

MDR aumentando la sensibilidad de las células a vincristina mediante la inhibición de la 

ruta de señalización Notch (Lian et al. 2017). Otros fármacos cuya eficacia como 

quimiosensibilizadores a través del bloqueo del eflujo mediado por MRP1 ha sido 

probada en modelos in vitro son el inmunosupresor everolimus (Ying et al. 2014), el 

fitoestrógeno genisteína (W. Huang et al. 2014) o el terpenoide oridonina (He et al. 2017). 

Por otro lado, se ha conseguido silenciar la bomba MRP4 en líneas celulares de cáncer 

gástrico mediante el uso de siARN aumentando de este modo la sensibilidad a su sustrato 

5-FU (Zhang et al. 2015). Por último, se ha logrado aumentar la efectividad del 

tratamiento con mitoxantrona mediante la inhibición de la bomba BCRP utilizando 

metabolitos fúngicos como la triprostatina A (Woehlecke et al. 2003) o el uso de siARN 

(Priebsch et al. 2006). 

Pese al gran número de estudios llevados a cabo tanto in vitro como in vivo, a día de hoy 

no hay ensayos clínicos concluyentes que demuestren el efecto de las estrategias 

quimiosensibilizantes en ACG.  

El conocimiento de las bases moleculares responsables de los mecanismos de resistencia 

farmacológica es crucial para dilucidar la firma genética que caracteriza al resistoma del 

ACG. Su definición permitirá seleccionar biomarcadores para predecir la respuesta al 

tratamiento farmacológico e identificar los puntos débiles del tumor de forma 

personalizada y dinámica, así como proponer nuevas dianas sobre las que actuar en el 

tumor para superar la quimiorresistencia. 
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4.2. RESULTADOS 

4.2.1. Identificación de la huella genética de quimiorresistencia del ACG 

Para obtener una primera aproximación que diese una visión general de la HGQT del ACG 

utilizamos una mezcla de cDNAs de 23 muestras pareadas de tejido tumoral (T) y tejido 

adyacente no tumoral (NT) de una colección de biopsias obtenidas de pacientes con este 

tipo de tumor procedentes del biobanco del Instituto Biosanitario Biodonostia de San 

Sebastián, cuya información clínica se resume en la Tabla MM-1 del apartado Materiales y 

Métodos. Analizamos la expresión de un panel de 87 genes de quimiorresistencia 

utilizando tarjetas microfluídicas o TLDAs (Figura 1), que han sido diseñadas por nuestro 

grupo para estudiar el fenotipo MDR de otros tumores gastrointestinales (Martinez-

Becerra et al. 2012b; Martinez-Becerra et al. 2012a).  

Los resultados revelaron una expresión baja (Ct > 8) (respecto a la doble normalización 

con GAPDH y β-actina) en el tejido tumoral de la mayoría de los genes de la familia SLC 

que codifican para proteínas implicadas en la captación de fármacos (MPR-1a). Solo los 

genes SLC22A3, SLCO2B1, SLCO4A1, SLC31A1 que codifican las proteínas OCT3, OATP2B1, 

OATP4A1 y CTR1 respectivamente, así como los transportadores de nucleótidos SLC28A2 

(CNT2), SLC28A3 (CNT3) y SLC29A1 (ENT1) presentaron una expresión entre moderada 

(Ct entre 5 y 8) y alta (Ct < 5) en ACG. 

En cuanto a los genes que codifican bombas exportadoras de fármacos (MPR-1b), 

encontramos una expresión moderada (Ct entre 5 y 8) o alta (Ct < 5) en el tejido 

tumoral para la mayoría de ellas, destacando sobre el resto la de MRP3, MRP4, MRP5 y 

las proteínas de Menkes y Wilson (genes ABCC3, ABCC4, ABCC5, ATP7A y ATP7B, 

respectivamente), siendo la de MDR1 (ABCB1), MRP1 (ABCC1) y BCRP (ABCG2) algo 

inferior (Figura 1). La expresión de MRP2 (ABCC2) y MRP6 (ABCC6) fue baja (Ct > 8). Por 

otro lado, para la proteína MRP7 (gen ABCC10), una de las últimas proteínas descritas de 

esta familia, y de la que apenas hay información sobre su actividad transportadora 

(Hopper et al. 2001), detectamos una expresión moderada. Alguna de las proteínas de la 

familia ABCA, presentaban una expresión moderada (Ct entre 5 y 8) (Figura 1), y 
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también observamos que los niveles de ARNm de MVP, ATP7A, y ATP7B eran los más 

elevados (Ct < 5).  

El análisis de la expresión de los genes implicados en el metabolismo de los fármacos 

(MPR-2), mostró una expresión muy baja de las enzimas del citocromo P450 (CYP) como 

la 1A1, 1A2 y 3A4 (Figura 1). En cambio, encontramos niveles de expresión elevados (Ct 

< 5) de dihidropirimidina deshidrogenasa (DPYD), GST (GSTA1) y GSTP (GSTP1). 

Finalmente, la timidina fosforilasa (TYMP), enzima implicada en la activación metabólica 

del 5-FU (Parker and Cheng 1990), presentó una expresión moderada.  

Entre los genes que codifican dianas moleculares de fármacos (MPR-3), encontramos 

altos niveles de expresión de los genes que codifican para las DNA topoisomerasas 1 y 2A 

(Figura 1), así como para la enzima timidilato sintasa (TYMS). 

La mayoría de los genes implicados en los procesos de reparación del ADN (MPR-4) 

presentaban una expresión entre moderada (Ct entre 5 y 8) y alta (Ct < 5), destacando 

MSH2, y ERCC1. Resultados similares se encontraron para aquellos genes que controlan el 

balance entre apoptosis (MPR-5a) y supervivencia (MPR-5b). Así, la expresión de los 

factores pro-apoptóticos (MPR-5a) fue en la mayoría de los casos elevada (Ct < 5), al 

igual que la expresión de genes antiapoptóticos (MPR-5b), como BIRC2, BIRC3 y BIRC5 o c-

MYC. Además, genes clave de las vías PI3K/AKT y NF-B, como AKT y NFKB1, se 

encontraron muy expresados en el tejido no tumoral, y los niveles de ARNm se mantenían 

elevados en las muestras de ACG que fueron analizadas. 

Dada la importancia de los mecanismos de quimiorresistencia de tipo 1 en la 

refractariedad de los tumores gastrointestinales a los fármacos antineoplásicos, 

decidimos centrar el estudio en el papel del transportoma en la quimiorresistencia del 

ACG. Por ello, tras seleccionar, en base a los resultados de la TLDA y su relación con los 

fármacos utilizados en clínica, los principales genes que pudieran estar implicados en el 

MPR-1 en ACG, determinamos por RT-qPCR convencional su expresión en cada una de las 

muestras de los pacientes de la cohorte de San Sebastián, y se analizó su relación con el 

estadio del tumor, la localización en el estómago y el grado de diferenciación. 
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Figura 1. Heatmap de la expresión de genes involucrados en mecanismos de resistencia 
farmacológica (MPR) en mezclas de ADNc procedentes de muestras pareadas (n=23) de tejido 
tumoral (T) y tejido adyacente no tumoral (NT) de pacientes con adenocarcinoma gástrico (ACG). 
Los niveles de ARNm se determinaron por RT-qPCR mediante tarjetas microfluídicas o TLDAs y se 
expresan como Ct, que es la diferencia entre el Ct del gen diana y el de los normalizadores 
GAPDH y ACTB. 

 

∆Ct ∆Ct ∆Ct
MPR-1a NT T MPR-1b NT T MPR-2 NT T
SLC10A1i 10,9 13,1 ABCA2i 5,5 6,7 CES1i 4,8 5,6
SLC10A2i 12,3 9,9 ABCA3i 8,2 7,9 CYP1A1i N.D. N.D.
SLC22A1i 13,0 12,6 ABCA6i 7,8 8,2 CYP1A2i N.D. N.D.
SLC22A2i N.D. 14,5 ABCA8i 5,3 7,5 CYP3A4i 11,1 9,1
SLC22A3i 5,2 5,3 ABCB1i 8,3 7,7 DPYDi 5,2 6,0
SLC22A4i 11,0 11,1 ABCC1i 6,0 7,5 GSTA1i 4,1 5,1
SLC22A5i 7,0 8,1 ABCC2i 7,7 8,2 GSTP1i 0,0 0,4
SLC28A1i 14,1 12,1 ABCC3i 5,1 5,3 TYMPi 5,3 5,0
SLC28A2i 5,8 6,2 ABCC4i 4,2 5,8 UGT1Ai 6,0 5,6
SLC28A3i 7,5 7,2 ABCC5i 4,7 6,0 UPP1i 6,0 5,7
SLC29A1i 4,0 5,2 ABCC6i 9,1 9,8 UPP2i N.D. N.D.
SLC29A2i 8,8 8,2 ABCC10i 6,9 6,5
SLC31A1i 4,6 5,1 ABCG2i 6,5 7,3
SLCO1B1i 10,9 12,5 ATP7Ai 4,8 5,9
SLCO1B3i 9,1 8,5 ATP7Bi 5,5 4,8
SLCO2B1i 3,8 4,9 MVPi 4,1 4,1
SLCO4A1i 6,0 5,8

MPR-3 NT T MPR-4 NT T Expresión (∆Ct)
DHFRi 5,0 5,1 DUTi 7,5 7,9
EGFRi 4,5 4,9 ERCC1i 4,3 5,2 Alta (<2)
ESR2i 8,2 11,1 GADD45Ai 7,0 8,4
KDRi 6,0 7,3 MLH1i 6,3 7,5
KITi 5,0 6,9 MLH3i 6,7 7,2

PDGFRAi 4,3 5,5 MSH2i 3,8 4,6
TOP1i 3,8 4,1 MSH6i 6,2 7,2

TOP2Ai 2,6 3,6 PMS1i 4,6 5,2 Media (7)
TYMSi 4,6 4,4 PMS2i 5,5 5,5

UNGi 5,9 6,5
XPAi 5,1 6,2
XPCi 6,0 6,8

Baja (>13)
MPR-5a NT T MPR-5b NT T

BAXi 3,2 3,8 AKT1i 2,7 3,1
CDKN1Ai 4,1 4,0 BCL2i 5,8 7,4
DIABLOi 4,7 4,7 BCL2L1i 1,4 2,1

FASi 5,8 5,3 BIRC2i 3,7 4,6
MTDHi 2,8 3,1 BIRC3i 3,1 4,4

PSMD9i 5,3 5,8 BIRC5i 5,9 6,0
TP53i 4,9 5,0 BIRC7i 14,0 11,1

CFLARi 3,4 4,2
MAPK1i 4,0 4,7

MYCi 3,0 4,2
NAIPi 5,6 6,5

NFKB1i 4,7 5,1
PIK3CGi 7,1 8,0

RPL6i 5,6 5,4
XIAPi 5,0 5,6
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Los resultados obtenidos confirmaron la información extraída de las TLDA. En cuanto al 

MPR-1a, encontramos que la expresión de los transportadores de cationes orgánicos 

OCT1 y OCT2 era baja (< 10 % de la de GAPDH) o muy baja (< 1 % de la de GAPDH) (Figura 

2A y 2B), mientras que el OCT3 fue el que presentó mayor expresión, siendo moderada 

(entre el 10 y 100 % de la de GAPDH) y similar en el tejido tumoral y no tumoral (Figura 

2C). Respecto a su expresión dependiendo del estadio o la localización del tumor, solo en 

el caso de OCT2 observamos una ligera tendencia a una mayor expresión en los pacientes 

en estadio IV (Figura 3B), que no alcanzó significación estadística. Sin embargo, 

encontramos cambios significativos al comparar la expresión de los OCTs con el grado de 

diferenciación del tumor (Figura 3A-3C). Aquellos pacientes con tumores poco 

diferenciados presentaron una expresión mayor de OCT1 que aquellos bien diferenciados 

(Figura 3A). Por otro lado, la expresión de OCT3 fue mayor en los casos con una 

diferenciación moderada con respecto a los que mostraba baja diferenciación (Figura 3C). 

En cuanto a los polipéptidos transportadores de aniones orgánicos (OATP), encontramos 

una expresión baja del OATP1B1 (SLCO1B1) (Figura 2D y 4A), un transportador expresado 

casi exclusivamente en hepatocitos (Niemi et al. 2011). En cambio, resultó llamativo el 

aumento de expresión de OATP1B3 (SLCO1B3) en el tejido tumoral con respecto al no 

tumoral (Figura 2E), lo que no ocurría en los tumores localizados en el cardias (Figura 4B). 

Dentro de los genes englobados en el MPR-1a, también analizamos la expresión del 

transportador de cobre CTR1, que resultó ser moderada tanto en el tejido tumoral como 

en el adyacente no tumoral (Figura 2F), independientemente del estadio tumoral y del 

grado de diferenciación, con un aumento progresivo de expresión desde la zona más 

proximal a la más distal del estómago (Figura 4C).  

A continuación, evaluamos los niveles de expresión de los genes de la superfamilia de 

proteínas ABC que codifican para las principales bombas exportadoras de fármacos, 

pertenecientes al MPR-1b. MDR1 y MRP2 fueron las que mostraron menor expresión en 

ACG (Figuras 5A y 5C) que disminuía progresivamente cuanto más distal era la localización 

del tumor en el estómago (Figura 6A y 6C). La expresión de MRP1, MRP3, MRP4 y MRP5 

fue moderada o alta, siendo mayor en el tejido adyacente no tumoral que en el tejido 

tumoral en todos los casos (Figuras 5B y 5D-5F). No encontramos cambios destacados en 
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los niveles de expresión de MRP1, MRP3 y MRP4 en función del estadio ni del grado de 

diferenciación, con una mayor expresión de MRP1 en tumores de cardias (Figuras 6B, 7A y 

7B). La localización del tumor no condicionó la expresión de MRP4, pero observamos que 

su expresión aumentaba en tumores no diferenciados (Figura 7B). En cuanto a los niveles 

de ARNm de BCRP, estos presentaron una tendencia a disminuir con el desarrollo tumoral 

(Figura 8A), aunque fueron muy variables en las diferentes muestras analizadas (Figura 

5G).  

 

Figura 2. Niveles de expresión relativa de OCT1 (A), OCT2 (B), OCT3 (C), OATP1B1 (D), OATP1B3 (E) 
y CTR1 (F) en muestras de pacientes de adenocarcinoma gástrico. Los valores se representan 
como media ± DE (cuadrados) y datos individuales (círculos) de muestras pareadas (n=23) de 
tejido tumoral (T) y tejido adyacente no tumoral (NT) determinadas por RT-qPCR y expresadas 
como porcentaje de expresión de GAPDH. *, p < 0,05, al comparar tejido tumoral y no tumoral. 
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Figura 3. Niveles de expresión relativa de OCT1 (A), OCT2 (B) y OCT3 (C), en muestras de pacientes 
de adenocarcinoma gástrico. Los diagramas de caja muestran la relación de la expresión de cada 
gen con el estadio del tumor, su localización en el estómago y el grado de diferenciación, 
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada 
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y 
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartílico (IQR) del primer y tercer cuartil, 
respectivamente. Los círculos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados 
valores atípicos. Los valores se muestran como media ± EEM. 
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Figura 4. Niveles de expresión relativa de OATP1B1 (A), OATP1B3 (B) y CTR1 (C) en muestras de 
pacientes de adenocarcinoma gástrico. Los diagramas de caja muestran la relación de la expresión 
de cada gen con el estadio del tumor, su localización en el estómago y el grado de diferenciación, 
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada 
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y 
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartílico (IQR) del primer y tercer cuartil, 
respectivamente. Los círculos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados 
valores atípicos. Los valores se muestran como media ± EEM. 
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Figura 5. Niveles de expresión relativa de MDR1 (A), MRP1 (B), MRP2 (C), MRP3 (D), MRP4 (E), 
MRP5 (F), BCRP (G) ATP7A (H) y ATP7B (I) en muestras de pacientes de adenocarcinoma gástrico. 
Los valores se representan como media ± DE (cuadrados) y datos individuales (círculos) de 
muestras pareadas (n=23) de tejido tumoral (T) y tejido adyacente no tumoral (NT) determinadas 
por RT-qPCR y expresadas como porcentaje de expresión de GAPDH. *, p < 0,05, al comparar 
tejido tumoral y no tumoral. 
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Figura 6. Niveles de expresión relativa de MDR1 (A), MRP1 (EB) y MRP2 (C) en muestras de 
pacientes de adenocarcinoma gástrico. Los diagramas de caja muestran la relación de la expresión 
de cada gen con el estadio del tumor, su localización en el estómago y el grado de diferenciación, 
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada 
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y 
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartílico (IQR) del primer y tercer cuartil, 
respectivamente. Los círculos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados 
valores atípicos. Los valores se muestran como media ± EEM. 
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Figura 7. Niveles de expresión relativa de MRP3 (A), MRP4 (B) y MRP2 (C) en muestras de 
pacientes de adenocarcinoma gástrico. Los diagramas de caja muestran la relación de la expresión 
de cada gen con el estadio del tumor, su localización en el estómago y el grado de diferenciación, 
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada 
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y 
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartílico (IQR) del primer y tercer cuartil, 
respectivamente. Los círculos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados 
valores atípicos. Los valores se muestran como media ± EEM. 
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Figura 8. Niveles de expresión relativa de BCRP (A), ATP7A (B) y ATP7B (C) en muestras de 
pacientes de adenocarcinoma gástrico. Los diagramas de caja muestran la relación de la expresión 
de cada gen con el estadio del tumor, su localización en el estómago y el grado de diferenciación, 
clasificado en bueno (B), moderado (M), o pobre (P). Las partes inferior, media y superior de cada 
cuadro representan el primer, segundo y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes inferior y 
superior tienen un valor de 1,5 veces el rango intercuartílico (IQR) del primer y tercer cuartil, 
respectivamente. Los círculos negros son valores que exceden los bigotes y son considerados 
valores atípicos. Los valores se muestran como media ± EEM. 
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En las muestras de ACG analizadas, la expresión del transportador de cobre ATP7A fue 

baja, mientras que la de ATP7B fue moderada (Figuras 5H y 5I). Sin embargo, no se 

encontró una clara asociación entre la expresión de estas y la localización tumoral, ni con 

el grado de diferenciación (Figuras 8B y 8C).  

Los niveles de expresión moderados o elevados de varios genes del MPR-1b en las 

muestras de pacientes con ACG y su conocida relación con el transporte de los fármacos 

utilizados en este tipo de tumor sugieren un papel destacado de este MPR en la 

quimiorresistencia del ACG. Sin embargo, los niveles de ARNm a veces no se 

correlacionan con los niveles de la proteína y su localización en la membrana plasmática, 

donde llevan a cabo la función de extrusión de fármacos. Por ello, el siguiente paso fue 

realizar un estudio por IF en muestras de ACG para investigar la localización subcelular de 

aquellas proteínas que presentaban niveles más elevados de ARNm: MRP1, MRP3, MRP4 

y MRP5. La Figura 9 muestra imágenes representativas obtenidas mediante microscopia 

confocal en las que se observaba un marcaje intenso de MRP1 y MRP4, mientras que el 

de MRP3 fue débil y el de MRP5, moderado. En el caso de las dos primeras, se apreciaba 

una clara colocalización con el marcador de membrana plasmática Na+/K+ ATPasa. Sin 

embargo, MRP5 mostró una localización fundamentalmente intracelular en las células 

tumorales (Figuras 9D-9F y 9J-9K). 

Utilizando la base de datos TCGA-STAD analizamos la expresión de MRP1 y MRP4 en 26 

muestras pareadas de tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral de pacientes de 

cáncer gástrico. A diferencia de los datos encontrados en la serie de San Sebastián 

incluida en nuestro estudio, encontramos que la expresión de MRP1 y MRP4 era 

ligeramente superior en el tejido tumoral que en el no tumoral (Figuras 10A y 10B). Esta 

diferencia podría deberse a los distintos métodos de análisis utilizados en ambos casos. 
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Figura 9. Localización por inmunofluorescencia de MRP1 (A–C), MRP3 (D–F), MRP4 (G–I) y MRP5 
(J–L) en cortes de tejido de adenocarcinoma gástrico. Las criosecciones se han marcado en verde 
con anticuerpos anti-MRP1 (A), anti-MRP3 (D), anti-MRP4 (G), anti-MRP5 (J), y en rojo con 
anticuerpo anti-Na+/K+-ATPasa (B, E, H, K). El núcleo se ha marcado en azul con DAPI. 
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Figura 10. Niveles de expresión de MRP1 (A) y MRP4 (B) en muestras de pacientes con cáncer 
gástrico. Los valores se indican como media ± DE (cuadrados) y datos individuales (círculos) de 
muestras pareadas (n=26) de tejido tumoral y tejido adyacente no tumoral, determinados por 
secuenciación del ARN (RNA-seq) y expresados como RPKM (reads per kilobase per million 
mapped), se obtuvieron de la base de datos TCGA. *, p < 0,05, al comparar tejido tumoral y no 
tumoral. Análisis Kaplan-Meier de la relación entre los niveles de expresión de MRP1 (C) o MRP4 
(D) y el tiempo de supervivencia tras el diagnóstico en 354 pacientes con adenocarcinoma gástrico 
de datos procedentes del “Human Protein Atlas”. 

Por otro lado, utilizando la herramienta on-line “Human Protein Atlas” analizamos la 

relación existente entre la expresión de estas proteínas y la tasa de supervivencia de los 

pacientes. Esta herramienta no nos permite separar los datos de los pacientes con 

adenocarcinoma del resto de pacientes con otros tipos de tumores gástricos. Sin 

embargo, teniendo en cuenta que la mayoría de los pacientes con cáncer gástrico 

padecen ACG, la información proporcionada por este sitio web puede considerarse una 

visión bastante aproximada a lo que ocurre en los pacientes de ACG. En total se 

analizaron 354 pacientes sometidos a diversos regímenes farmacológicos, en los que 
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observamos una tendencia a una supervivencia mayor en aquellos pacientes cuyos 

tumores expresaban niveles más bajos de MRP1 y MRP4 (Figura 10C y 10D).  

El papel de las bombas ABC en la quimiorresistencia antitumoral está ampliamente 

estudiado para muchos tipos de tumores, aunque su contribución al fenotipo MDR en el 

caso del ACG no se conoce con exactitud. Por esta razón decidimos profundizar en el 

papel de las proteínas ABC en la quimiorresistencia del ACG, para lo que era necesario 

desarrollar diferentes modelos experimentales que nos permitieran evaluar su papel 

tanto en ensayos in vitro como in vivo. 

4.2.2. Caracterización del transportoma de una línea celular de ACG 

Para estudiar en un modelo in vitro el papel del transportoma en la quimiorresistencia del 

ACG, elegimos la línea celular AGS, derivada de ACG. Estas células adherentes derivan de 

un ACG de una mujer de raza caucásica de 54 años que no había recibido tratamiento 

farmacológico antitumoral previo a la extirpación del tumor (Barranco et al. 1983). 

En primer lugar, analizamos por RT-qPCR la expresión de las bombas MDR1, MRP1-MRP5 

y BCRP en esta línea celular. Los niveles de ARNm de MRP1 y MRP3 fueron los más 

elevados; MRP4 y MRP5 mostraron niveles de ARNm moderados (Figura 11A), mientras 

que los niveles de expresión de MDR1, MRP2 y BCRP fueron muy bajos (Figura 11A).  

El análisis de los niveles de estas proteínas por Western blot mostró que MRP1 se 

encontraba principalmente en la fracción citosólica, aunque había una pequeña fracción 

localizada en la membrana plasmática (Figura 11B). Sin embargo MRP3 no se detectó en 

ninguno de los dos compartimentos celulares a pesar de su elevada expresión a nivel de 

ARNm, lo que podría deberse a que los anticuerpos disponibles para MRP3 no son 

capaces de detectar la proteína por Western blot (Figura 11B). MRP4 estaba presente en 

ambos compartimentos en cantidad elevada, mientras que MRP5 solo se detectaba en la 

fracción citosólica (Figura 11B). 
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Figura 11. (A) Niveles de expresión relativa de MDR1, MRP1-5 y BCRP en células AGS. Los valores 
se muestran como media ± DE de las medidas determinadas por RT-qPCR de dos cultivos de 
células AGS llevadas a cabo por duplicado y expresada como porcentaje respecto HPRT1. (B) 
Imagen representativa de la detección por Western blot de MRP1, MRP3, MRP4 y MRP5 en 
células AGS. Las células se procesaron para obtener crudos de membrana (CM) y lisados celulares 
(L) y se cargaron 50 μg de proteína por calle. Como control de carga se utilizaron GAPDH y Na+/K+-
ATPasa. 

Para validar estos resultados realizamos un ensayo de IF. MRP1, tal y como sugerían los 

resultados de Western blot, se localizaba tanto intracelularmente como en la membrana 

plasmática (Figuras 12A-12C). Para MRP3 detectamos una señal débil tanto en el interior 

celular como en la membrana plasmática (Figuras 12D-12F). MRP4 se colocalizó en la 

membrana con la Na+/K+ ATPasa, mientras que el marcaje para MRP5 se observó 

únicamente intracelularmente (Figuras 12G-12L). Los resultados de IF confirmaron los 

resultados obtenidos por Western blot. 
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Figura 12. Localización por inmunofluorescencia de MRP1 (A–C), MRP3 (D–F), MRP4 (G–I) y MRP5 
(J–L) en células AGS. Se ha marcado en verde con anticuerpos anti-MRP1 (A), anti-MRP3 (D), anti-
MRP4 (G), anti-MRP5 (J), y en rojo con anticuerpo anti-Na+/K+-ATPasa (B, E, H, K). El núcleo se ha 
marcado en azul con DAPI. 
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La IF realizada en las células AGS concuerda con lo observado previamente en el estudio 

por IF de las muestras de pacientes con ACG. En ambos casos la expresión de membrana 

más elevada fue la de MRP4, seguida de MRP1, que también estaba presente 

intracelularmente. Para MRP3, tanto en las células como en las muestras de pacientes 

observamos un marcaje apenas perceptible en ambos compartimentos celulares y, por 

último, MRP5 que presentaba un marcaje moderado y difuso en las muestras de tumores, 

se presentaba en las células AGS de la misma manera. 

A continuación, para estudiar la actividad de MRP1 y MRP4 en la línea celular AGS 

realizamos estudios de transporte por citometría de flujo. Se midió la acumulación celular 

de sustratos fluorescentes para evaluar la capacidad de las células para expulsar a través 

de las bombas ABC los distintos sustratos ensayados. Para estudiar la actividad de MRP1 

usamos Fluo-3, un compuesto fluorescente sustrato de esta bomba (Keppler et al. 1999), 

mientras que para evaluar la actividad de MRP4 usamos carboxifluoresceína (CF) (Luna-

Tortos et al. 2010). La Figura 13 muestra, la evolución temporal del contenido en las 

células de cada uno de los sustratos fluorescentes al incubar las células con 2 μM Fluo-3 

(Figura 13A) o 1 μM CF (Figura 13C), respectivamente. En ambos casos la carga del 

compuesto fluorescente alcanzó una meseta tras los 30 minutos, por lo que fue el tiempo 

escogido para los estudios posteriores de eflujo. Cómo inhibidores utilizamos el AINE 

diclofenaco y el fármaco uricosúrico probenecid, capaces de inhibir tanto in vitro (El-

Sheikh et al. 2007; Gollapudi et al. 1997) como in vivo (El-Sheikh et al. 2007) las MRPs. 

Observamos una relación directa entre la concentración del inhibidor y el contenido 

celular del sustrato fluorescente en las células (Figuras 13B y 13D). Para inhibir la función 

de MRP1 fueron suficientes bajas concentraciones de ambos inhibidores; sin embargo, 

solo el probenecid a la concentración más alta ensayada (500 µM) fue capaz de inhibir de 

forma significativa la actividad de MRP4. Estos resultados demostraron que las bombas 

MRP1 y MRP4 eran funcionales en las células AGS. 
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Figura 13. Evolución temporal del contenido del sustrato de MRP1, Fluo-3 (A), y el sustrato de 
MRP3, MRP4 y MRP5, carboxifluoresceína (CF) (C). Efecto de los inhibidores de MRPs diclofenaco 
y probenecid en la acumulación celular de Fluo-3 (B) y carboxifluoresceína (D). Las células se 
incubaron a 37°C con 2 µM de Fluo-3 acetoximetil éster o 1 µM de carboxifluoresceína diacetato 
durante el tiempo indicado, en presencia o ausencia de las concentraciones indicadas de los 
inhibidores y se determinó la intensidad de fluorescencia (Unidades arbitrarias de fluorescencia, 
UAF) media por citometría de flujo. Los valores representan la media ± DE de 9 determinaciones 
realizadas en 3 cultivos diferentes. *, p<0,05, comparado con el Control. 
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4.2.3. Quimiosensibilización in vitro de células de ACG a fármacos antitumorales 

En base a los resultados descritos anteriormente, pudimos concluir que las células AGS 

son un buen modelo para ensayar in vitro la capacidad de compuestos inhibidores de 

MRPs para sensibilizar las células a distintos agentes quimioterápicos que ya se usan para 

el tratamiento de otras patologías, lo que puede favorecer que este método de 

quimiosensibilización pueda ser llevado a la clínica de manera más rápida.  

Como prueba de concepto elegimos como fármaco sensibilizante el diclofenaco. En 

primer lugar quisimos seleccionar una concentración del fármaco no tóxica para las 

células. Para ello, incubamos las células durante 72 horas con diferentes concentraciones 

de diclofenaco. Se seleccionó para los siguientes experimentos la concentración de 50 

µM, que no mostró efectos significativos sobre la viabilidad celular (Figura 14A). A 

continuación, estudiamos la capacidad del diclofenaco de sensibilizar las células a 

diferentes fármacos antitumorales. Como muestra la Figura 14, la quimiosensibilización 

más marcada se dio en las células tratadas con sorafenib (Figura 14B), fármaco utilizado 

en el tratamiento paliativo de pacientes en los estadios más avanzados de ACG (Cheng et 

al. 2017). Esta quimiosensibilización también se observó en células tratadas con una 

concentración subtóxica de probenecid (Figura 15A y 15B). El diclofenaco también 

aumentó de forma significativa la sensibilidad de las células al docetaxel (Figura 14D), y, 

en menor medida, a la doxorrubicina y al etopósido (Figura 14D-14F). Sin embargo, no 

tuvo ningún efecto sensibilizante al cisplatino, al 5-FU o al SN-38 (Figura 14C, 14G y 14H). 
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Figura 14. Efecto citostático en células AGS del inhibidor diclofenaco solo (A) o en combinación 
con los fármacos sorafenib (B), cisplatino (C), docetaxel (D), doxorrubicina (E), etopósido (F), 5-
fluorouracilo (G) o SN-38 (H). Las células AGS se incubaron durante 72 horas solo con los fármacos 
(Control) o en combinación con 50 µM diclofenaco y se determinó la viabilidad por el test de MTT. 
Los valores se expresan como porcentaje de la viabilidad de células no tratadas (media ± EES) 
medido en 9 experimentos hechos en al menos 3 cultivos celulares diferentes. ‡, p<0,05 
comparado con células sin tratar. *, p<0,05 comparado con el Control. 
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Figura 15. Efecto citostático en células AGS del inhibidor probenecid solo (A) o en combinación 
con sorafenib (B). Las células se incubaron durante 72 horas solo con sorafenib (Control) o en 
combinación con 500 µM probenecid y se determinó la viabilidad por el test de MTT. Los valores 
se expresan como porcentaje de células no tratadas (media ± EES) medido en 9 experimentos 
hechos en al menos tres cultivos celulares diferentes. ‡, p<0,05 comparado con células sin tratar. 
*, p<0,05 comparado con el Control. 

4.2.4. Quimiosensibilización in vivo de células de ACG al sorafenib 

Para completar los estudios de sensibilización del ACG por inhibidores de MRPs, 

evaluamos in vivo su efecto sobre la actividad antitumoral del sorafenib, fármaco 

seleccionado para esta etapa por ser el que mejores resultados mostró en los 

experimentos in vitro.  

Se realizaron implantes subcutáneos de células AGS en ratones nude inmunodeprimidos. 

Cuando el tumor alcanzó un volumen adecuado, se dividieron los animales en cuatro 

grupos experimentales: “Control”, que recibieron por vía i.p. solo solución salina; 

“Diclofenaco”, a los que se administró 20 mg/kg p.c. de diclofenaco dos días por semana; 

“Sorafenib”, tratados dos veces por semana con sorafenib 10 mg/kg p.c.; y “Sorafenib + 

Diclofenaco” a los que se le suministró dos veces por semana la combinación de ambos 

(20 mg/kg diclofenaco y 10 mg/kg p.c. sorafenib).  

Observamos que la administración del diclofenaco y del sorafenib, individualmente, 

tenían un efecto similar sobre el crecimiento del tumor que la administración del vehículo 

(Figura 16A). Por el contrario, en el grupo tratado con ambos compuestos en combinación 

observamos una inhibición significativa del crecimiento tumoral a partir de los 10 días de 

tratamiento (Figura 16A).  
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Figura 16. Evolución temporal del crecimiento de los tumores derivados de células AGS 
implantadas subcutáneamente en ratones inmunodeficientes nu/nu tratados (i.p.) con sorafenib 
(10 mg/kg p.c.,), diclofenaco (20 mg/kg p.c.,), o la combinación de ambos (A) dos veces a la 
semana. El tratamiento comenzó cuando los tumores alcanzaron el volumen de 75 mm3. Imagen 
(B) y peso (C) de los tumores extraídos a los ratones tras ser sacrificados al final del periodo 
experimental (43 días). Los valores muestran la media ± EEM (n = 8 por grupo). *, p<0,05 
comparado con el grupo control. †, p<0,05 comparado con el grupo tratado únicamente con 
sorafenib. 

Al final del tratamiento analizamos tanto el tamaño (Figura 16B) como el peso (Figura 

16C) de los tumores. Observamos que el tamaño de los tumores era inferior en los 

animales que recibieron diclofenaco junto al sorafenib. El peso de los tumores fue 

ligeramente menor en los animales tratados con sorafenib comparado con el grupo 

“Control”, pero fue significativamente menor en los animales tratados con la combinación 

con diclofenaco (Figura 16C). Además, encontramos una mayor acumulación del 
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sorafenib en los tumores de los animales que recibieron la terapia combinada respecto a 

la encontrada en los extraídos de animales tratados únicamente con este fármaco (Figura 

17).  

 

Figura 17. Contenido de sorafenib al finalizar el periodo experimental, de los tumores extraídos 
de los ratones tratados con sorafenib solo, o la combinación de este con diclofenaco medido por 
HPLC-MS/MS. Los valores muestran la media ± EEM (n = 8 por grupo). *, p<0,05 comparado con el 
grupo tratado únicamente con sorafenib. 

Los perfiles bioquímicos del suero de los animales de todos los grupos experimentales 

(Tabla 1) no mostraron ninguna señal de toxicidad hepática o renal. 

Tabla 1. Perfiles bioquímicos en sangre de la función hepática y renal de los ratones 
inmunodeprimidos. 

Grupo 
Experimental 

Proteína 
(g/dl) 

Albumina 
(mg/dl) 

Bilirrubina 
(mg/dl) 

AST 
(IU/L) 

ALT 
(IU/L) 

BUN 
(mg/dl) 

AU 
(mg/dl) 

CRE 
(mg/dl) 

Control 3,7±0,2 1,7±0,1 0,3±0,1 100±23 45±8 23±2 1,2±0,4 0,6±0,1 

Diclofenaco 3,8±0,3 1,5±0,3 0,6±0,3 90±29 30±11 23±2 1,6±0,6 0,6±0,1 

Sorafenib 4,1±0,3 1,6±0,1 0,7±0,2 160±35 28±9 30±2 2,2±1,0 0,7±0,1 

Sorafenib+ 

diclofenaco 
4,2±0,6 1,6±0,3 0,5±0,2 101±30 35±11 31±4 2,6±0,3 0,7±0,1 

Los valores son la media ± DE de 4 animales por grupo. p > 0,05, comparado con el grupo Control 
mediante el test de Bonferroni de comparaciones múltiples. AST, aspartato-aminotransferasa; 
ALT, alanina-aminotransferasa; AU, ácido úrico; BUN, nitrógeno ureico en sangre; CRE, creatinina. 
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4.3. DISCUSIÓN 

El cáncer gástrico es una enfermedad común, situada en quinta posición en el orden de 

frecuencia de los tipos de cáncer a nivel mundial (Sung et al. 2021), con un limitado 

número de opciones terapéuticas y con un pronóstico funesto. La supervivencia media a 

cinco años de los pacientes diagnosticados en estadio 3 no supera el 35 % y en aquellos 

diagnosticados en estadio 4 es solo del 5,5 % (Institute 2017), En la gran mayoría de los 

pacientes con cáncer gástrico el tumor es un ACG, originado en las glándulas de la mucosa 

gástrica, representando el 90 % de todos los tumores malignos primarios que se 

encuentran en el estómago. La terapia curativa de elección es la resección quirúrgica, que 

frecuentemente implica una gastrectomía total o subtotal acompañada de 

linfadenectomía, pero aún en los casos de pacientes que han sido operados la tasa de 

supervivencia a 5 años no supera el 30 %. Una de las razones para el mal pronóstico del 

ACG es que cuando aparecen los primeros síntomas con frecuencia el tumor se encuentra 

en estado muy avanzado, y en la mayoría de los pacientes diagnosticados existe invasión 

de los ganglios linfáticos perigástricos o metástasis a distancia. Además, debido a la 

resistencia del ACG a los fármacos utilizados habitualmente, la quimioterapia es poco 

eficaz, tanto cuando se utiliza de forma paliativa en pacientes con ACG en los que la 

cirugía no es aconsejable, como en aquellos en los que se utiliza como neoadyuvante o 

adyuvante. Esta escasa respuesta del ACG a la quimioterapia no es el resultado de un 

proceso simple, sino que generalmente se debe a la combinación de varios mecanismos 

de farmacorresistencia (MPR).  

En esta Tesis Doctoral hemos caracterizado la HGQT, definida por los elementos que 

condicionan la sensibilidad a los agentes antitumorales y la importancia que cada uno 

tiene en el fenotipo MDR. La HGQT puede ser de gran utilidad para guiar la selección 

individualizada de los pacientes hacia el tratamiento con mayores posibilidades de éxito 

así como identificar dianas moleculares sobre las que actuar en el desarrollo de nuevas 

estrategias de superación de la quimiorresistencia. 

Aunque hemos encontrado evidencias del papel en la quimiorresistencia de genes 

implicados en todos los mecanismos de farmacorresistencia, hemos centrado el estudio 
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en el conjunto de genes relacionados con el transporte de fármacos cuyos cambios de 

expresión pueden determinar la respuesta a los tratamientos antitumorales, también 

conocido como transportoma (Martin-Richard et al. 2013), ya que en las células 

tumorales se ha descrito el aumento de exportación de los agentes antitumorales a través 

de la membrana plasmática, y la menor captación de los mismos, como la causa 

predominante de aparición del fenotipo MDR (Li et al. 2016).  

Entre los transportadores implicados en la captación de fármacos destaca la expresión de 

moderada de CTR1 y ENT1, relacionadas con la captación de los derivados del platino y los 

análogos de pirimidina respectivamente (Holzer et al. 2006; Takechi et al. 2001). Es 

probable que su nivel de expresión sea suficiente para alcanzar una concentración 

efectiva de estos compuestos en las células tumorales, ya que la ausencia de diferencias 

de tumor con el tejido no tumoral sugiere que el MPR-1a no desempeña un papel 

predominante en heterogeneidad de respuesta del ACG a los fármacos de primera línea. 

En cuanto al MPR-1b, la expresión de baja a moderada de ABCB1, ABCC2 y ABCG2 en las 

muestras de pacientes y en la línea celular AGS, sugiere que estas bombas juegan un 

papel minoritario en el fenotipo MDR de este tipo de cáncer. Por el contrario, MRP1, 

MRP3, MRP4 y MRP5 que se expresan de una manera más notable en ACG, y podrían 

estar implicadas en dicha quimiorresistencia. También, la bomba MRP7 presenta una 

expresión moderada. Este es un transportador poco conocido que podría participar en la 

quimiorresistencia en ACG dada su capacidad de transportar antraciclinas, camptotecinas, 

etopósido y gemcitabina (Hopper-Borge et al. 2009), taxanos y alcaloides de la Vinca 

(Hopper-Borge et al. 2004). Además, tampoco podemos descartar la contribución a la 

quimiorresistencia de otras bombas que no son de la familia ABC, cuya expresión se ha 

asociado con la falta de respuesta a derivados de platino, como son las proteínas de 

Menkes (Chen et al. 2007) y Wilson (Ohbu et al. 2003; Leonhardt et al. 2009) (codificadas 

por los genes ATP7A y ATP7B, respectivamente), concretamente, en el caso del ACG, hay 

estudios que relacionan altos niveles de expresión de ATP7A con la resistencia al 

oxaliplatino (Chen et al. 2007). Además la proteína VAULT1 codificada por el gen MVP, 

principal componente de la macroestructura celular ribonucleoproteíca Vault (Tanaka et 

al. 2009), se ha propuesto como marcador de una menor respuesta a la quimioterapia y 
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una menor supervivencia global (Siva et al. 2001) probablemente relacionada con su 

capacidad de secuestrar los fármacos quimioterápicos en vesículas citoplasmáticas (Han 

et al. 2012). 

Por otro lado, la mayoría de las proteínas de la familia ABCA presentan una expresión 

moderada. La función principal de esta familia de transportadores está relacionada con la 

homeostasis de lípidos, aunque en muchos casos el mecanismo de acción de estas 

bombas es desconocido (Briz et al. 2019) y no hay información de su papel en ACG. De los 

genes de esta familia que hemos estudiado, solo se ha descrito un papel en la aparición 

de quimiorresistencia para ABCA2 y ABCA3. Así, se ha relacionado la sobreexpresión de 

ABCA2, con el desarrollo de resistencia a mitoxantrona (Boonstra et al. 2004), mientras 

que ABCA3 puede estar relacionada con la resistencia a antraciclinas (Steinbach et al. 

2006), cisplatino, paclitaxel (Overbeck et al. 2013) y daunorrubicina (Chapuy et al. 2008). 

Aunque en el desarrollo de este trabajo de investigación nos hemos centrado en el MPR-

1, cabe destacar que dentro del MPR-2, encontramos una elevada expresión de la 

dihidropirimidina deshidrogenasa y GSTP (MPR-2). La primera de ellas es capaz de 

inactivar más del 80 % del 5-FU administrado (Diasio and Harris 1989), por lo que se ha 

propuesto como biomarcador para predecir la respuesta a los derivados del 5-FU y el 

pronóstico de los pacientes con ACG (Shen et al. 2015; Wang et al. 2016). Algunos 

estudios han revelado que su sobreexpresión podría tener un papel relevante en la 

quimiorresistencia intrínseca y adquirida del ACG al 5-FU, el cisplatino y a la mitomicina C 

(Geng et al. 2013; Goto et al. 1999; Okuyama et al. 1994). La baja expresión de las 

enzimas CYP, implicadas en la inactivación de algunos fármacos antitumorales (Kivisto et 

al. 1995; Patterson and Murray 2002; Kawashiro et al. 1998; Crommentuyn et al. 1998), 

sugiere que no están asociadas a la aparición de quimiorresistencia en ACG. Dentro del 

MPR-3, hemos encontrado una expresión elevada de las topoisomerasa 1 y 2A, estas 

proteínas son dianas de fármacos de segunda línea usados en el ACG como el irinotecán, 

la doxorrubicina y la epirrubicina (Orditura et al. 2014). La expresión de la topoisomerasa 

2A se ha asociado previamente con la quimiorresistencia del cáncer gástrico (Downing 

2000). Dentro de este grupo de MPR también destaca la expresión de la enzima timidilato 

sintasa (TYMS), cuya sobreexpresión está relacionada con un peor pronóstico de los 
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pacientes tratados con capecitabina (Kim et al. 2019), y EGFR, cuya sobreexpresión se ha 

descrito en cáncer gástrico (Kim et al. 2008). Por último, dentro de los MPR-4 y 5, la 

expresión de moderada a alta de alguno de los genes que componen estos grupos podría 

estar asociada con la quimiorresistencia del ACG. En el MPR-4 destacan MSH2 que 

contribuye a la resistencia al cisplatino (Clodfelter et al. 2005), y ERCC1, que se ha 

relacionado con la resistencia a derivados de platino (Lord et al. 2002; De Dosso et al. 

2013; Lee et al. 2005) y al irinotecán (Tsuburaya et al. 2016). En cuanto al MPR-5a, la baja 

expresión de la mayoría de los genes que componen este grupo de MPR sugiere que 

probablemente no desempeñen un papel importante en la quimiorresistencia del ACG. Al 

contrario que los genes del MPR-5b, que presentan una elevada expresión como es el 

caso de los genes que codifican proteínas antiapoptóticas como las IAP, la survivina, y el 

oncogén MYC que codifica c-MYC, cuya expresión está relacionada con la resistencia al 

cisplatino en pacientes de ACG (Zhang et al. 2012; Yang et al. 2014). 

Dentro de las bombas de la familia ABCC estudiadas, nuestros resultados sugieren que las 

proteínas MDR1, MRP2 y BCRP no tienen un papel relevante en la farmacorresistencia del 

ACG, lo que contrastaba con los elevados niveles de expresión observados en la 

membrana plasmática de las células tumorales de MRP1 y MRP4, lo que las convierte en 

interesantes dianas para ser inhibidas como estrategia de sensibilización de las células de 

ACG a fármacos antitumorales que sean expulsados a través de estas bombas. Además, 

estudios in silico, demostraron, sobre todo en el caso de MRP4, como una baja expresión 

de esta proteína está claramente relacionada con una mayor probabilidad de 

supervivencia de los pacientes, lo que indica la posible relevancia de esta proteína en la 

quimiorresistencia de este tipo de tumores. 

MRP1 transporta una amplia variedad de fármacos antitumorales, como antraciclinas 

(doxorrubicina, epirrubicina), colchicina, alcaloides de la Vinca (vincristina), taxanos y 

epipodofilotoxinas (etopósido) (Hipfner et al. 1999), mientras que MRP4 está relacionada 

con la resistencia al 5-FU y la doxorrubicina, y algunos estudios han mostrado su 

capacidad para transportar TKIs, como el dasatinib (Furmanski et al. 2013) o el sorafenib, 

para el que experimentos preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio han 
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mostrado la capacidad de esta bomba de reducir la respuesta de las células tumorales a 

este TKI (Perez-Silva 2019). 

Para estudiar una posible estrategia de sensibilización de las células, escogimos como 

inhibidor de las bombas el AINE diclofenaco. El uso de AINES se ha asociado previamente 

con un menor riesgo de desarrollar cáncer gástrico (Huang et al. 2017). Además, estudios 

previos han demostrado la capacidad de los AINES para incrementar la sensibilidad a 

algunas antraciclinas. Sin embargo, no se ha encontrado efecto en otros tratamientos 

basados en 5-FU y cisplatino (Duffy et al. 1998). Por otro lado se ha demostrado 

previamente que algunos AINES como el diclofenaco tienen potentes efectos inhibitorios 

sobre los transportadores de la familia ABC (El-Sheikh et al. 2007; Pandey et al. 2019). 

También seleccionamos una batería de fármacos entre los que se consideraron sustratos 

de MRP1 (doxorrubicina y etopósido), sustratos de MRP4 (doxorrubicina, 5-FU y 

sorafenib), y fármacos de primera y segunda línea empleados en el tratamiento del 

cáncer gástrico o que se encuentran en estudio (SN-38, 5-FU, cisplatino, docetaxel y 

sorafenib).  

Nuestros resultados mostraron un aumento de la sensibilidad de las células AGS a 

sorafenib, doxorrubicina, docetaxel y etopósido en presencia de diclofenaco. Por ejemplo, 

en el caso del etopósido, la sensibilidad observada coincide con estudios previos llevados 

a cabo in vitro donde se han asociado los niveles de expresión de MRP1 con una menor 

sensibilidad de las células de ACG a este fármaco (Obuchi et al. 2013).  

El resultado más relevante que hemos encontrado ha sido la capacidad del inhibidor 

diclofenaco para sensibilizar células derivadas de ACG al sorafenib. Por el momento, en 

ensayos clínicos llevados a cabo en pacientes de cáncer gástrico con este TKI, solo se han 

obtenido resultados modestos que no han justificado implementar fases más avanzadas 

de estudio (Martin-Richard et al. 2013). Uno de los principales problemas de estos 

estudios es que combinan el sorafenib con otros agentes quimioterápicos, lo que 

aumenta la aparición de efectos secundarios. En el caso de la combinación que sugieren 

nuestros resultados de tratar de administrar sorafenib con un inhibidor no tóxico de 

MRPs como es el caso del diclofenaco, los efectos secundarios se ven reducidos tal y 

como demuestran los perfiles bioquímicos de toxicidad renal y hepática llevados a cabo 
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en el estudio in vivo, donde además queda de manifiesto la capacidad de este 

tratamiento combinado para reducir el crecimiento tumoral. Este hallazgo resulta de 

enorme interés y podría tener un impacto significativo en la lucha en la práctica clínica 

contra la escasa respuesta del ACG a los tratamientos quimioterápicos disponibles. 
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CONCLUSIÓN PRIMERA: 

La expulsión activa de los fármacos de las células tumorales a través de proteínas 

exportadoras de la superfamilia ABC constituye una de las principales causas del fenotipo 

MDR propio del ACG. Entre estas bombas, MRP1 y MRP4 son las que presentan una 

expresión más elevada en la membrana plasmática de las células de ACG, por lo que son 

potenciales dianas para el desarrollo de estrategias sensibilizantes para mejorar la 

eficacia del tratamiento farmacológico contra el cáncer gástrico. 

CONCLUSIÓN SEGUNDA:  

La administración de fármacos de uso común, que son capaces de inhibir a las bombas 

MRP, como el diclofenaco, podría ser una aproximación terapéutica eficaz para el 

tratamiento del ACG, al potenciar el efecto de fármacos inhibidores de receptores con 

actividad tirosina quinasa como el sorafenib, que no se utilizan actualmente por su poca 

eficacia frente al cáncer gástrico. 

CONCLUSIÓN TERCERA:  

Utilizando un modelo de sobreexpresión de MRP4 en células embrionarias de riñón 

humano HEK-293T, se ha podido demostrar que esta bomba es capaz de expulsar 

fármacos antitumorales como el metotrexato y el panobinostat y otros fármacos 

utilizados en el tratamiento de primera y segunda línea del ACG, como el 5-fluorouracilo, 

antraciclinas y derivados del irinotecán. Esto, junto con los elevados niveles de expresión 

de MRP4 que hemos encontrado en las muestras obtenidas de pacientes con cáncer 

gástrico, sugiere un papel importante de esta bomba en la quimiorresistencia del ACG. 

CONCLUSIÓN CUARTA:  

Utilizando la tecnología de edición genómica programada basada en el sistema 

CRISPR/Cas9 se han generado modelos in vitro por anulación de la expresión de proteínas 

MRPs en células AGS derivadas de cáncer gástrico. Estos modelos constituyen una 

herramienta útil para evaluar el papel de cada una de las bombas de manera individual 

evitando las interferencias de la actividad de otras MRPs. 
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CONCLUSIÓN QUINTA:  

Utilizando células AGS con expresión endógena de MRP4, pero en las que se habían 

silenciado de forma permanente tanto MRP1 como MRP3, mediante CRISPR-Cas9, se ha 

demostrado que la curcumina, un polifenol de origen natural, y la indometacina, un 

antiinflamatorio no esteroideo, son eficaces inhibidores de la actividad de MRP4. Como 

consecuencia, la curcumina y la indometacina pueden sensibilizar las células AGS al efecto 

citostático de fármacos antitumorales que son expulsados por esta bomba. 

CONCLUSIÓN SEXTA:  

El estudio de la relación entre el silenciamiento de supresores tumorales mediante 

CRISPR-Cas9, los cambios que se producen en el resistoma y su impacto en la 

quimiorresistencia ha revelado que la pérdida de expresión de TP53 y PTEN, pero no la de 

ARID1A, reduce la respuesta de las células de ACG a fármacos antitumorales utilizados en 

el tratamiento del cáncer gástrico, lo que no se debe a cambios en la expresión de 

proteínas ABC pero si de los genes UGT1A, implicado en el metabolismo de fármacos, y 

CD44, relacionado con un fenotipo de mayor malignidad. 
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Abbreviations 

5-FU: 5-Fluorouracil  

ABC: ATP-binding cassete transporter 

ATP: adenosine triphosphate 

Cas9: CRISPR asociated protein 9 

cDNA: complementary DNA 

CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

DAPI: 4′,6-diamidino-2-fenilindol 

DNA: Deoxyribonucleic Acid 

EGFP: enhanced green fluorescent protein 

GAC: gastric adenocarcinoma 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

HPRT1: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 

IC50: Inhibitory concentration 50 

IC75: Inhibitory concentration 50 

IF: immunofluorescence 

KO: Knockout 

MDR: multidrug resistance  

MPR: Mechanism of pharmacoresistance 

mRNA: messenger ribonucleic acid 

MRP: multidrug resistance-associated protein 

NSAID: non-steroidal anti-inflammatory drugs 

NT: Non-tumor 

PGE: programmed genome editing  

RNA: Ribonucleic acid 
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RT-qPCR: Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction 

sgRNA: single guide RNA 

T: Tumor 

TKI: Tyrosin kinase inhibitor 

TLDA: Taqman Low-Density Arrays 

VIM: vimentin 

WT: Wild type   
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AIMS 

Gastric cancer is an aggressive disease with a poor prognosis that causes more than 

700.000 deaths worldwide each year. The majority of gastric tumors diagnosed are gastric 

adenocarcinomas (GAC). These have a high mortality rate mainly because they are 

diagnosed in advanced stages of the disease when surgical resection is no longer feasible. 

In addition, the available antitumor chemotherapy is not very effective due to the high 

resistance of this type of tumor. 

A wide variety of mechanisms of pharmacoresistance in tumor cells are known, which 

sometimes occur simultaneously in the tumor and can act in a synergistic manner. The 

consequence is the appearance of the multidrug resistance (MDR) phenotype, which 

limits drug treatment options and conditions the prognosis of patients. The identification 

of the Gene Expression Signature of Chemoresistance in GAC could be the key to 

understanding the mechanisms responsible for the lack of response to chemotherapy and 

to develop, based on this knowledge, strategies for tumor chemosensitization. Different 

studies have demonstrated the presence in GAC of high expression levels of the drug 

efflux pump MRP4, which could play a relevant role in the development of drug 

resistance in this type of tumor, and constitutes a new pharmacological target for the 

development of chemosensitization strategies. However, although this protein has the 

capacity to transport some antitumor drugs, its role in the transport of drugs used in first- 

or second-line treatment against GAC is not well understood. 

On the other hand, the development of GAC is favored by the appearance of alterations 

in the expression of tumor suppressor genes involved in cell cycle regulation, which, in 

some types of tumors, have been implicated in the appearance of the MDR phenotype.  

Taking into account this background, the overall objective of this Doctoral Thesis is to 

identify the Gene Expression Signature of Chemoresistance of GAC, as a basis for the 

development of new chemosensitizing therapies for this type of tumor, as well as to 

investigate the role of the membrane transporter protein MRP4 in GAC chemoresistance. 
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To achieve this general objective, the following partial objectives were defined: 

Aim 1: To identify the determinant mechanisms of GAC unresponsiveness to antitumor 

chemotherapy by characterizing the Gene Expression Signature of Chemoresistance. 

Aim 2: To evaluate in an in vivo model a GAC a chemosensitization strategy based on the 

inhibition of drug export pumps of the ABCC family. 

Aim 3: To investigate the role of MRP4 in the resistance of GAC to different antitumor 

drugs used in the treatment of this tumor. 

Aim 4: To develop, by programmed genome editing (PGE) based on the CRISPR/Cas9 

system, GAC cell lines with permanent silencing of ABC pumps, for the evaluation of 

chemosensitization strategies based on the use of ABC pump inhibitors. 

Aim 5: To generate cellular models of GAC with loss of tumor suppressor gene expression, 

using CRISPR/Cas9-based strategies, for the study of their role in the development of GAC 

pharmacoresistance.  
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INTRODUCTION 

GASTRIC CANCER 

Gastric cancer is an aggressive disease with a poor prognosis and, despite a slight 

decrease in incidence and mortality in recent decades (Sung et al. 2021), it still ranks fifth 

in the order of incidence of the different types of cancer, with more than one million new 

cases diagnosed worldwide each year, and is in fourth position in terms of the number of 

deaths due to cancer (GLOBOCAN 2020). The majority of gastric tumors diagnosed are 

malignant, and of these, approximately 90% are gastric adenocarcinomas (GAC), which 

originate in gastric mucosal cells. 

Etiology and pathogenesis 

One of the causes of the high GAC-induced mortality rate is that these cancers are usually 

diagnosed in advanced stages because the initial symptoms are non-specific, and very 

similar to those that appear in chronic gastritis. Gastric cancer is also a multifactorial 

disease resulting from a multistage process, and in more than 90% of cases is related to 

Helicobacter pylori infection (Petryszyn et al. 2020). The different risk factors that would 

result in the development of GAC are: H. pylori infection, diet, pharmacological 

treatment, obesity, gastroesophageal reflux, genetic factors and the socioeconomic 

status. 

Diagnosis 

The clinical manifestations that frequently appear when the disease is in advanced stages 

are not specific, which makes diagnosis difficult and, in the majority of cases, it is made 

late, when surgical resection is no longer a feasible therapeutic alternative (Dicken et al. 

2005). On the other hand, tumor markers can be used both for early diagnosis and for 

cancer follow-up after treatment. Some of these markers are CEA (carcinoembryonic 

antigen) and CA19.9 (carbohydrate antigen 19.9) which may be elevated, although they 

are not specific for this type of tumor (Takahashi et al. 2003).  
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Treatment 

Neoadjuvant chemotherapy has proven useful in improving 5-year survival of patients by 

23-36% (Cunningham et al. 2006), and is therefore recommended prior to surgical 

resection (Smyth et al. 2016). The most used therapy is the ECF regimen, it combines the 

drugs epirubicin, cisplatin and 5-fluorouracil (5-FU). A phase 2/3 study has shown that the 

FLOT combination (5-FU, leucovorin, oxaliplatin, and docetaxel) improves survival rate in 

patients with localized tumors after surgical resection compared to ECF/ECX treatments 

(Al-Batran et al. 2019). These combination therapies, as well as others considering 

different combinations with platinum compounds (cisplatin and oxaliplatin), 

fluoropyrimidines (5-FU and capecitabine) and taxanes (docetaxel and paclitaxel) improve 

patient prognosis, but are associated with high toxicity (Van Cutsem et al. 2006). For 

those patients who have not received neoadjuvant chemotherapy, the use of 

chemoradiotherapy or adjuvant chemotherapy is also recommended. On the other hand, 

patients with inoperable or metastatic tumors improve their survival rate and quality of 

life when treated with chemotherapy and not only with palliative treatments (Glimelius et 

al. 1997). 

In tumors resistant to first-line treatments or in recurrent cancers, a second line of 

chemotherapy consisting on irinotecan, taxanes (docetaxel or paclitaxel) either alone or 

in combination with paclitaxel is currently used (Smyth et al. 2016). Targeted therapies 

also show promising results. These is the case of the monoclonal antibody against 

epidermal factor receptor 2 (HER2), trastuzumab or the monoclonal antibody cetuximab. 

Receptor tyrosine kinase inhibitors (TKIs) such as sorafenib, lapatinib or pertuzumab are 

in different phases of study and are also used as second-line drugs. 
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DRUG RESISTANCE MECHANISMS 

GAC is highly resistant to commonly used drugs (Marin et al. 2016). The mechanisms that 

contribute to chemoresistance and refractoriness to antitumor drugs can be classified 

into 7 groups of Mechanisms of Pharmacoresistance (MPR) (Figure I-1) (Marin et al. 2009; 

Marin et al. 2020; Marin and Macias 2021). These are often present simultaneously in the 

tumor and act in a synergistic manner. As a consequence, cross-resistance to different 

antitumor drugs often occurs, called multidrug resistance phenotype or MDR, which 

results in a major limitation in terms of drug treatment options, significantly affecting 

their success rate.  

 

Figure I-1. Schematic representation of the mechanisms of drug resistance (MPRs) present in the 
GAC tumor cell: reduction of intracellular drug concentration by decreased uptake (MPR-1a) or 
increased expulsion (MPR-1b); alterations in drug metabolism by decreased activation of the 
prodrug or increased metabolism of the cytotoxic agent (MPR-2); alterations in molecular targets 
(MPR-3); changes in the DNA repair system (MPR-4); dysregulation of pathways involved in cell 
survival or apoptosis (MPR-5); changes in the tumor microenvironment (MPR-6) and epithelial-
mesenchymal transition (EMT) (MPR-7). Image adapted from (Marin et al. 2020). 
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 Mechanism of Pharmacoresistance Type 1 (MPR-1): This group of MPRs includes 

the mechanisms involved in the reduction of the intracellular concentration of 

antitumor drugs, either due to a decrease in the uptake of these compounds 

(MPR-1a), or to their increased export (MPR-1b). Their efficacy depends on 

changes in expression and the presence of genetic variants that affect the proteins 

that constitute the "transportome" (Marin et al. 2009; Marin et al. 2012). 

 Mechanism of Pharmacoresistance Type 2 (MPR-2): This group includes all those 

mechanisms responsible of the presence of a low proportion of active agents 

inside the tumor cell, due to inactivation of drugs or reduced activation of pro-

drugs. 

 Mechanism of Pharmacoresistance Type 3 (MPR-3): This group includes all those 

mechanisms that induce changes in expression or mutations in target molecules 

on which the antitumor drug acts.  

 Mechanism of Pharmacoresistance Type 4 (MPR-4): This group encompasses the 

mechanisms involved in the repair of DNA damage induced by antitumor drugs.  

 Mechanism of Pharmacoresistance Type 5 (MPR-5): This group includes 

processes that induce the deregulation of the apoptosis/survival balance, which 

may be due to the potentiation of survival mechanisms (MPR-5a) or to the 

reduction of apoptosis (MPR-5b). 

 Mechanism of Pharmacoresistance Type 6 (MPR-6): This group includes changes 

in the tumor cell microenvironment that reduce the efficacy of antitumor agents.  

 Mechanism of Pharmacoresistance Type 7 (MPR-7): This MPR comprises all those 

phenotypic transitions associated with the appearance of mesenchymal and stem 

cell features that result in a reduced response to chemotherapy. 
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A B S T R A C T

Owing to intrinsic and acquired chemoresistance, the response of gastric adenocarcinoma (GAC) to che-
motherapy is very poor. Here we have investigated the role of transportome in reducing the intracellular content
of anticancer drugs and conferring multidrug resistance (MDR) phenotype. Tumors specimens and paired ad-
jacent tissue were analyzed to determine the MDR signature by TaqMan Low-Density Arrays and single-gene
qPCR. Strategies of sensitization were evaluated in vitro using the GAC-derived cell line AGS and in vivo using a
subcutaneous xenograft model in immunodeficient nude mice. Several transporters involved in drug uptake and
export, which are present in healthy stomach, were highly expressed in GAC. In contrast, the cancer-type
OATP1B3 was almost exclusively expressed in tumor tissue. The transportome profile varied depending on
tumor anatomical location, differentiation, and stage. Immunofluorescence analysis revealed high MRP1 and
MRP4 expression at the plasma membrane of tumor cells as well as AGS cells in culture, in which MRP inhibition
resulted in selective sensitization to cytotoxic MRP substrates, such as sorafenib, docetaxel, etoposide, and
doxorubicin. In mice with subcutaneous tumors formed by AGS cells, sorafenib alone failed to prevent tumor
growth. In contrast, this drug induced a marked inhibitory effect when it was co-administered with diclofenac. In
conclusion, MRP1 and MRP4 play an important role in the lack of response of GAC to drugs that are transported
by these export pumps. Moreover, agents, such as sorafenib, considered at present useless to treat GAC, may
become active antitumor drugs when co-administered with non-toxic MRP inhibitors, such as diclofenac.

1. Introduction

Gastric adenocarcinoma (GAC), the most common malignant tumor
of the stomach, is characterized by its high incidence and mortality [1].
One important factor contributing to its poor prognosis [2] is that GAC
is frequently diagnosed when the tumor is already in an advanced stage,
and the therapeutic options are minimal. In the early stages of the
disease, radical surgical resection is a potentially curative option [3],

but the aggressiveness of this procedure markedly reduces the like-
lihood of a successful outcome after surgery [4]. In some patients,
conventional drugs used as neoadjuvant or adjuvant chemotherapy can
improve prognosis and increase overall survival. First-line treatments
include combinations of 5-fluorouracil (5-FU) or its prodrug capecita-
bine, anthracyclines (doxorubicin or epirubicin) and platinum com-
pounds (cisplatin or oxaliplatin). Other drugs approved for second-line
therapy are taxanes, irinotecan and mitomycin C, which have not
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significantly improved patient survival [5]. Although inhibitors of re-
ceptors with tyrosine kinase activity (TKIs), such as apatinib, lapatinib,
regorafenib, sunitinib and sorafenib, and monoclonal antibodies have
been useful in the treatment of several tumors, these have shown only
modest success in patients with GAC [6,7].

The failure of the pharmacological treatment in GAC is accounted
for by the existence of intrinsic and acquired “mechanisms of che-
moresistance” (MOCs) [8], which confer tumor cells a strong multidrug
resistance (MDR) phenotype [9]. MOCs were initially classified into five
groups [8,10], which have been later updated to seven types [11].
MOC-1 includes processes leading to a reduction in intracellular con-
centrations of antitumor drugs [12], due to impaired drug uptake
(MOC-1a) or enhanced drug export (MOC-1b), which can be the con-
sequence of changes in the expression of proteins belonging to the
“transportome” [9] or the presence of genetic variants with gain- or
loss-of-function repercussions [13].

The main transporters responsible for the uptake of drugs (MOC-1a)
used in the treatment of GAC are the organic cation transporters (OCTs)
accounting for the tumor uptake of anthracyclines (OCT1 and OCTN1),
platinum derivatives (OCT1, OCT2, OCT3, and OCTN1), irinotecan and
TKIs such as sorafenib (OCT1) [14]. Other important transporters are
organic anion transporters able to transport irinotecan (OATP2B1),
docetaxel (OATP1B1 and OATP1B3), and some TKIs such as regor-
afenib, sunitinib and sorafenib (OATP1B1 and OATP1B3). The copper
transporter CTR1, which transports cisplatin, and the nucleoside
transporters CNTs and ENTs, which transport 5-FU, may also be re-
levant in GAC [14]. Regarding MOC-1a, in lung and colon cancer and
cell lines derived from these tumors, Nagai et al. [15] have identified a
novel cancer-type variant of the SLCO1B3 mRNA (OATP1B3), which
has its own transcription initiation site and is not found in non-tumor
tissue. Whether this variant is expressed in GAC and plays a role in the
MDR phenotype of this cancer is still unknown.

The overexpression of drug export pumps (MOC-1b) in tumors is a
major factor contributing to the failure of chemotherapy [16]. ATP-
binding cassette (ABC) pumps potentially involved in the MDR phe-
notype of GAC are MDR1 (ABCB1 gene), the first member of the B
subfamily, which transports anthracyclines, mitomycin C and doc-
etaxel; members belonging to the C subfamily of multidrug resistance-
associated proteins (MRPs), which export anthracyclines, platinum
derivatives, 5-FU, mitomycin C, taxanes, camptothecins, and TKIs; and
BCRP (ABCG2 gene), which mediates the efflux of anthracyclines, 5-FU,
camptothecins, and TKIs. In addition, the P-type ATPases ATP7A and
ATP7B can extrude platinum derivatives [17].

Although the role of transportome in the “resistome” - defined as the
set of expressed proteins accounting for MOCs - has been reported [9],
its relevance in the lack of response of patients with GAC to antitumor
drugs is poorly understood. The critical clinical relevance of this pro-
blem justifies the interest in advancing the knowledge of MOCs in GAC,
which is required to develop novel strategies to improve the effective-
ness of anticancer drugs, for instance, increasing their concentration in
cancer cells either by enhancing drug uptake or inhibiting drug export
via ABC transporters. Despite the fact that many chemosensitizing
agents have shown promising ability to overcome the MDR phenotype
in cancer cells in vitro, most of them have not achieved clinical approval
due to their reduced efficacy in the in vivo setting or their adverse side
effects [18–20]. Non-toxic inhibitors of ABC transporters include a wide
variety of natural compounds, but also widely used drugs such as non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), including diclofenac, pro-
benecid and indomethacin, which are potent inhibitors of several iso-
forms of MRPs [21,22].

Thus, in the present study, the role of transportome in the MDR
phenotype and whether pharmacological manipulation of essential
transporters can sensitize GAC cancer cells to chemotherapy have been
investigated.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

5-FU, 5(6)-carboxyfluorescein diacetate (CF), cis-diamineplatinum
(II) dichloride (cisplatin), diclofenac, docetaxel, doxorubicin, etoposide,
Fluo-3 acetoxymethyl ester, probenecid, propidium iodide and 7-ethyl-
10-hydroxy-camptothecin (SN-38) were purchased from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). Sorafenib tosylate was obtained from Selleckchem
(Deltaclon, Madrid, Spain). The purity of all these compounds was
≥95%.

2.2. Cultured cells

The AGS cell line derived from human GAC was obtained from the
European Collection of Authenticated Cell Cultures (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain). The cells were cultured with Nutrient Mixture F-12
Ham medium (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) supplemented with
13.8 mM sodium bicarbonate, 1% Glutamax, 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin solution, all supplied
by Thermo Fisher (Madrid, Spain). Cell cultures were tested by PCR to
ensure the absence of mycoplasma contamination throughout the ex-
periments by using the Mycoplasma Gel Form Kit (Biotools B&M Labs,

Table 1
Information on patients and gastric adenocarcinoma tumors.

Donostia Cohort Salamanca Cohort

Patients 23 19
Age, mean ± SD 70.3 ± 11.3 73.1 ± 10.3
Age, range 45–84 49–91
Male, n (%) 13 (56.5%) 11 (57.9%)
Female, n (%) 10 (43.5%) 8 (42.1%)

Histologic type (Lauren classification), n (%)
Intestinal 8 (34.8%) 18 (94.7%)
Diffuse 8 (34.8%) 1 (5.3%)
Unclassifiable 7 (30.4%) 0 (0%)

Tumor location, n (%)
Cardia 4 (17.4%) 2 (10.5%)
Fundus 5 (21.7%) 0 (0%)
Body 8 (34.8%) 3 (15.8%)
Antrum 6 (26.1%) 11 (57.9%)
Not available 0 (0%) 3 (15.8%)

Depth of tumor invasion, n (%)
T1 0 (0%) 1 (5.3%)
T2 5 (21.7%) 1 (5.3%)
T3 18 (78.3%) 15 (79.0%)
T4 0 (0%) 2 (10.4%)

Lymph node status, n (%)
NX 0 (0%) 1 (5.3%)
N0 5 (21.7%) 4 (21.1%)
N1 6 (26.1%) 5 (26.3%)
N2 7 (30.4%) 6 (31.5%)
N3 5 (21.7%) 3 (15.8%)

Distant metastasis, n (%)
MX 0 (0%) 5 (26.3%)
M0 21 (91.3%) 12 (63.2%)
M1 2 (8.7%) 2 (10.5%)

Tumor stage, n (%)
I 4 (17.4%) 2 (10.5%)
II 5 (21.7%) 7 (36.9%)
III 10 (43.5%) 3 (15.8%)
IV 4 (17.4%) 2 (10.5%)
Not available 0 (0%) 5 (26.3%)

Differentiation grade, n (%)
Well 4 (17.4%) 10 (52.6%)
Medium 7 (30.4%) 7 (36.9%)
Poor 12 (52.2%) 0 (0%)
Not available 0 (0%) 2 (10.5%)
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Madrid, Spain).

2.3. Tumor samples

Specimens of GAC tumors (T) and adjacent non-tumor tissue (NT)
were collected after partial gastrectomy at Salamanca and Donostia
University Hospitals and donated for this project by the Tumor
Biobanks of both Hospitals. The Ethical Committees for Clinical
Research of both institutions approved the research protocols, and all
patients signed written consents for the use of their samples for bio-
medical research. The declaration of Helsinki was followed to collect
patient samples. Patient and tumor information is included in Table 1.

2.4. Determination of mRNA levels

Total RNA was extracted from tissue samples and cells using RNA
mini-spin columns treated with RNase-free DNase I (GE Healthcare,
Madrid, Spain) and used for cDNA synthesis using random primers and
reverse transcriptase included in the SuperScript VILO cDNA Synthesis
kit (Invitrogen, Thermo Fisher, Madrid, Spain) or the High Capacity
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Madrid,
Spain). Quantitative PCR (qPCR) was performed using AmpliTaq Gold
polymerase and SYBR® Green I detection kit (Applied Biosystems,
Thermo Fisher, Madrid, Spain) in an ABI Prism 7300 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Thermo Fisher, Madrid, Spain)
for single-tube assays or using Taqman Low Density Arrays (TLDAs) in
an ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Madrid, Spain). Sequences of gene-specific primers, spanning exon-
exon junctions in the target mRNA, used for single-tube qPCR and genes
included in the TLDAs, are available upon request. In all cases the
following thermal conditions were used: a single cycle of 95 °C for
10min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 60 s. The

mRNA abundance was normalized based on HPRT1 or GAPDH content
in AGS cells and tissues, respectively, and double normalization based
on GAPDH and ACTB was used when TLDA analysis was carried out.
Determination of 18S rRNA was used as a quality control check among
samples.

2.5. Immunoblotting and immunofluorescence assays

For immunoblotting assays, cell lysates were prepared in radio-
immunoprecipitation assay (RIPA) buffer and crude of membrane pre-
parations were obtained as reported [23]. Immunoblotting analyses
were carried out in 7.5% SDS-PAGE, loading 50 μg of protein per lane,
and transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Madrid,
Spain). Na+/K+-ATPase was used as a membrane loading control.
GAPDH was used as a normalizer for cell lysate load. Primary anti-
bodies against MRP1 (1:1000) (clone MRPr1, ALX-801-007, Enzo Life
Sciences, Palex Medical, Barcelona, Spain), MRP3 (1:500) (clone
M0318, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), MRP4 (1:500) (clone M4I-10,
ab15602, Abcam, Cambridge, UK), MRP5 (1:50) (clone M5I.10,
AM31988SU-N, Acris Antibodies, OriGene Technologies, Herford,
Germany), Na+/K+-ATPase (1:100) (clone H-300, sc-28800, Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany; EP1845Y ab76020 or M8-
P1-A3 ab2872 both from Abcam, Cambridge, UK) and GAPDH (1:1000)
(clone 6C5, sc-32233, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Ger-
many), were diluted in PBS-Tween milk 1% (MRP5), 2% (MRP1,
MRP4), 5% (MRP3, Na+/K+-ATPase, GAPDH). Anti-rabbit IgG, anti-rat
IgG and anti-mouse IgG HRP-linked secondary antibodies (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) were diluted 1:2000. Bands of
immunoreactive proteins were visualized using enhanced chemilumi-
nescence ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany), and
quantified using ImageJ software (NIH, US).

Immunofluorescent staining was performed as previously described

Fig. 1. Heatmap of the expression of genes involved in mechanisms of chemoresistance (MOC) determined by RT-qPCR using TLDA in two pooled samples of cDNA
derived from specimens (n= 23) of surgically removed human gastric adenocarcinomas (T) and paired adjacent non-tumor tissue (NT). Expression levels are
represented as ΔCt, which is the difference between the Ct of the target gene and that of the double normalizers GAPDH and ACTB.
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[24], on 5-µm tumor cryosections air-dried or in cells grown on round
coverslips placed on 24-well plates. Both were fixed with ice-cold me-
thanol and blocked with 5% FBS in PBS for 30min. Primary antibodies
against MRP1 (1:40) (clone MRPr1), MRP3 (1:40) (clone M3II-9),
MRP4 (1:100) (NB100-1471, Novus Biologicals, Bio-Techne R&D Sys-
tems, Madrid, Spain), MRP5 (1:25) (clone M5I.10), and Na+/K+ AT-
Pase (1:100) (clone H-300, EP1845Y or M8-P1-A3) diluted in 1% fetal
bovine serum in PBS were used. Appropriate secondary antibodies
conjugated with Alexa Fluor-488 or Alexa Fluor-594 (1:1000, Mole-
cular Probes, Thermo Fisher, Madrid, Spain) were used. Nuclei were
counterstained with DAPI (Molecular Probes, Thermo Fisher, Madrid,
Spain). Confocal laser-scanning immunofluorescence microscopy was
performed using a Leica TCS SP5 apparatus (Leica, Barcelona, Spain).

2.6. ABC-mediated transport assay

The activity of MRPs in AGS cells was measured by a modification of
a previously described assay [24]. The cells in suspension were in-
cubated for the indicated time at 37 °C in 100 μl of “uptake” medium
(96mM NaCl, 5.3 mM KCl, 1.1 mM KH2PO4, 0.8 mM MgSO4, 1.8 mM
CaCl2, 11mM glucose, and 50mM HEPES, pH 7.40) containing one of
the following fluorescent substrates: 2 μM Fluo-3 acetoxymethyl ester
(for MRP1 and MRP2) and 1 μM CF (for MRP3, MRP4 and MRP5). In
some conditions, the MRP inhibitors probenecid and diclofenac were
also added to the cells with the fluorescent substrates. This loading
period was finished by dilution with 900 μl of ice-cold uptake medium
and the intracellular fluorescence was determined using a FACSCalibur

Fig. 2. Relative mRNA levels of SLC22A1 (A),
SLC22A2 (B) and SLC22A3 (C) in samples (n=23)
obtained from surgically gastric adenocarcinomas
(GAC). Values are shown as mean ± S.D. and in-
dividual paired data as determined by RT-qPCR in
adjacent non-tumor tissue (NT) and in tumor (T) and
expressed as a percentage of GAPDH expression. Box
plots show the relationship between gene expression
and tumor staging, different location in the stomach
and degree of differentiation classified into well
(W), moderately (M) and poorly (P) differentiated.
The bottom, middle and top marks of each box re-
present the first, second and third quartiles, re-
spectively. The lower and upper plot whiskers re-
present the 1.5 inter-quartile ranges (IQR) of the
first and third quartiles. Dots are values exceeding
whiskers and are considered outliers.
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flow cytometer (BD Biosciences, Madrid, Spain). Dead cells were
identified by staining with propidium iodide (5 μg/ml) and excluded
from data analysis.

2.7. In vitro cytostatic effect

To determine cytostatic activity 5×103 cell/well were plated onto
96-well plates. After 24 h, the cells were treated with different con-
centrations of the compound to be tested, alone or in combination with
the MRP inhibitor, for the indicated time period. Cell viability was
determined 72 h after exposure of cells to the drugs by the formazan
test by using thiazolyl blue tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) as a reagent.

2.8. In vivo antitumor activity

Chemosensitizing ability of diclofenac was investigated in vivo using
the mouse xenograft model. Eight weeks old female immunodeficient
nude mice (Swiss nu/nu) (Charles River Laboratories, Barcelona, Spain)
were housed in sterile micro-isolator cages under controlled conditions
of temperature (20 °C), humidity and light/dark cycle (12 h/12 h), and
fed on standard rodent chow (Panlab, Madrid, Spain) and water ad li-
bitum. Methods were performed in accordance with the relevant
guidelines and regulations and all protocols were approved by the
University of Salamanca Ethical Committee for Laboratory Animals.
AGS cells (2× 106) were suspended in 100 μl RPMI medium with
100 μl Matrigel (BD Biosciences Madrid, Spain), and subcutaneously

Fig. 3. Relative mRNA levels of SLCO1B1 (A),
SLCO1B3 (B), and SLC31A1 (C) in samples (n=23)
obtained from surgically gastric adenocarcinomas
(GAC). Values are shown as mean ± S.D. and in-
dividual paired data as determined by RT-qPCR in
adjacent non-tumor tissue (NT) and in tumor (T) and
expressed as a percentage of GAPDH expression. Box
plots show the relationship between gene expression
and tumor staging, different location in the stomach
and degree of differentiation classified into well (W),
moderately (M) and poorly (P) differentiated. The
bottom, middle and top marks of each box represent
the first, second and third quartiles, respectively.
The lower and upper plot whiskers represent the 1.5
inter-quartile ranges (IQR) of the first and third
quartiles. Dots are values exceeding whiskers and
are considered outliers. *, p < 0.05.
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injected into the flanks of anesthetized nude mice. When the tumors
reached ≈75mm3 volume (12 days after injection), the animals were
randomly divided into four groups. They received (i.p.) twice a week
either: i) the vehicle alone (sterile saline); ii) sorafenib (10mg/kg b.w.);
iii) diclofenac (20mg/kg b.w.); or iv) the combination of sorafenib
(10mg/kg b.w.) and diclofenac (20mg/kg b.w.). Owing to its low so-
lubility in saline solution, drugs were administered as a suspension. The
doses of sorafenib [23] and diclofenac [25] were selected based on
previous studies. Tumor size was measured twice per week with a
sliding caliper to calculate the approximate volume using the formula
(length×width2)/2. After 43 days of treatment, the animals were an-
esthetized with sodium pentobarbital (50mg/kg b.w., i.p.) and their
tumors were resected and weighed. Tissue samples were placed im-
mediately in liquid nitrogen and stored at −80 °C until used for sor-
afenib content determination. This was measured by HPLC-MS/MS
(6410 Triple Quad LC/MS; Agilent Technologies, Santa Clara, CA), as
previously reported [23].

2.9. Statistical analysis

Results were statistically analyzed using Microsoft Excel (version
15.32) and GraphPad (Prism5). Bonferroni method of multiple-range
testing and paired or unpaired Student t-test were used as appropriate
as post hoc procedures to calculate the statistical significance of dif-
ferences among groups. Linear regression analysis was carried out by
the Least Squares method. Differences were considered significant
when p < 0.05.

3. Results

3.1. Gene expression signature of chemoresistance in GAC

To get an overview of the resistome in these tumors, the expression
of one hundred genes in pooled samples obtained from 23 different
biopsies of GAC (T) and adjacent non-tumor (NT) tissues was de-
termined (Fig. 1). The result revealed low expression of drug uptake
transporters (MOC-1a). Only SLC22A3, SLCO2B1, SLCO4A1, SLC31A1
and the nucleoside transporters SLC28A2 and SLC29A1 showed low or
moderate expression in GAC. A moderate expression of several drug
export pumps (MOC-1b) was also found. Among genes involved in drug
metabolism (MOC-2), moderate (GSTP1 and TYMP) and high (GSTA1)
expression levels were found. Moderate expression of several drug
targets (MOC-3), such as TOP1, TOP2A, EGFR and thymidylate synthase
(TYMS), the target of 5-FU, was seen. Moderate to high expression le-
vels of several genes involved in DNA repair (MOC-4) and survival

pathways (MOC-5) were found.

3.2. Gene expression of transporters involved in drug uptake

The expression of transporters involved in the uptake of antitumor
drugs used in the treatment of GAC was re-evaluated using single-gene
qPCR in T and NT samples. The results confirmed the information ob-
tained by TLDA analysis (Fig. 1). Thus, the expression of OCTs was low
(SLC22A1 and SLC22A2) (Fig. 2A and B), or moderate (SLC22A3)
(Fig. 2C) with no significant differences between T and NT tissues.

The transporter of organic anions OATP1B1 (SLCO1B1) was barely
expressed in GAC (Fig. 3A), whereas OATP1B3 (SLCO1B3) was mod-
erately expressed (Fig. 3B). In this study, primers used for qPCR de-
tected all SLCO1B3 mRNA variants. SLCO1B3 expression showed in-
tragastric regional differences but was not associated with the degree of
GAC differentiation. In our cohort, a trend to higher SLCO1B3 mRNA
expression in the more advanced stage was observed, however in-
formation publicly available at the TCGA-STAD project of the NIH, al-
though confirmed high OATP1B3 expression in GAC and the absence in
NT, showed no relationship between tumor stage and SLCO1B3 ex-
pression levels (Fig. 4A). Analysis of a different set of 19 paired speci-
mens from the Salamanca Biobank using primers able to discriminate
between liver- and cancer-type OATP1B3 mRNA variants revealed
negligible expression of the liver-type in both T and NT. In contrast,
almost all synthesized SLCO1B3 mRNA in T was the cancer-type variant
(Fig. 4B).

The copper transporter 1 (CTR1, SLC31A1 gene) showed high ex-
pression in both NT and T (Fig. 3C), regardless of tumor stage and
degree of differentiation, with a trend to higher expression from prox-
imal to the distal location in the stomach.

3.3. Gene expression of transporters involved in drug efflux

In GAC, the expression of ABCB1 (Fig. 5A) and ABCC2 (Fig. 5C) was
lower than that of ABCC1 (Fig. 5B), ABCC3 (Fig. 6A), ABCC4 (Fig. 6B),
and ABCC5 (Fig. 6C), which were highly expressed in NT and T. No
relationship between ABCC1 and ABCC3 mRNA and GAC stage was
found. However, ABCC4 expression was higher in less differentiated
tumors. ABCC3, ABCC4 and ABCC5 expression was not affected by
tumor location. ABCG2, which showed a moderate expression in NT
stomach, showed variable levels of mRNA in GAC (Fig. 7A), whereas
those of ATP7A, which was highly expressed in NT tissue, were slightly
decreased (Fig. 7B) and those of ATP7B increased (Fig. 7C) in T versus
NT. No clear association with tumor location or degree of differentia-
tion was seen. Export pumps that showed higher mRNA levels and

Fig. 4. Relative SLCO1B3 mRNA levels in ad-
jacent non-tumor tissue (NT) and gastric adeno-
carcinomas (GAC) at a different stage (A). Values
were extracted from The Cancer Genome Atlas.
Discrimination by RT-qPCR between the ex-
pression of liver-type (LT) and cancer-type (CT)
SLCO1B3 mRNA isoforms in a series of 19 paired
NT and GAC specimens (T) collected at the
Salamanca University Hospital (B). Values ex-
pressed as a percentage of GAPDH expression are
mean ± SEM. *, p < 0.05 as compared with
NT tissue. FPKM, Fragments per kilobase mil-
lion.
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could be potentially involved in the transport of drugs used in the
treatment of GAC were selected for further analysis of immuno-
fluorescence in T (Fig. 8). The staining was marked for MRP1 (ABCC1)
and MRP4 (ABCC4), and mild for MRP3 (ABCC3) and MRP5 (ABCC5).
Co-localization with Na+/K+-ATPase at the plasma membrane was
particularly intense for MRP4. Interestingly, in the in silico study of the
TCGA database on 26 paired samples of T and NT tissue, we have found
a similar high expression of ABCC1 and ABCC4 in GAC and NT (data not
shown). When the relationship between ABCC1 and ABCC4 expression
with the probability of survival in 354 patients with GAC (TCGA-STAD
project) was analyzed using the Human Protein Atlas online tool (www.
proteinatlas.org), a trend to more prolonged survival in patients with
GAC tumors expressing low levels of ABCC1 and ABCC4 was observed

(data not shown).

3.4. Effect of inhibition of MRP transporters on cell sensitivity to
chemotherapy

AGS cells were used as an in vitro model to evaluate the role of ABC
transporters in GAC chemoresistance, because mRNA levels of ABCC1,
ABCC3, ABCC4 and ABCC5 were in the order of those found in GAC,
whereas ABCB1, ABCC2 and ABCG2 expression was negligible
(Fig. 9B). Western blot (Fig. 9C) analysis permitted to detect MRP1 and
MRP4 in cell lysates and in crude membranes. The presence of MRP5
was clearly seen in cell lysate, while this protein was scarcely detected
in crude membranes. MRP3 could not be detected by several antibodies

Fig. 5. Relative mRNA levels of ABCB1 (A), ABCC1
(B) and ABCC2 (C) in samples (n=23) obtained
from surgically resected gastric adenocarcinomas
(GAC). Values are shown as mean ± SEM and in-
dividual paired data as determined by RT-qPCR in
adjacent non-tumor tissue (NT) and in tumor (T) and
expressed as a percentage of GAPDH expression. Box
plots show the relationship between gene expression
and tumor staging, different location in the stomach
and degree of differentiation classified into well (W),
moderately (M) and poorly (P) differentiated. The
bottom, middle and top marks of each box represent
the first, second and third quartiles, respectively.
The lower and upper plot whiskers represent the 1.5
inter-quartile ranges (IQR) of the first and third
quartiles. Dots are values exceeding whiskers and
are considered outliers.

R. Al-Abdulla, et al. Biochemical Pharmacology 171 (2020) 113682

7

http://www.proteinatlas.org
http://www.proteinatlas.org


assayed for immunoblotting (data not shown). However, a weak in-
tracellular signal of MRP3 and at the plasma membrane was detected by
immunofluorescence (Fig. 9A), which could be due to the low affinity of
the available primary antibody. The results of immunofluorescence
analysis for the rest of MRPs are in agreement with data obtained by
western blot. Functional studies showed the ability of AGS cells to take
up fluorescent substrates suitable for determining in this cellular model
the activity of MRP1 (Fluo-3) and MRP4 (CF). The efflux of these
compounds from previously loaded AGS cells was reduced by MRP
inhibitors, such as diclofenac and probenecid (Fig. 9D and E). After
selecting a non-toxic concentration of diclofenac (50 µM) and probe-
necid (500 µM), their ability to sensitize AGS cells to the cytotoxic effect
of antitumor drugs exported by MRPs expressed in AGS cells was

assayed (Fig. 10). Diclofenac markedly increased the response of AGS
cells to sorafenib and docetaxel. The effect was milder for doxorubicin
and etoposide and absent for cisplatin, 5-FU and SN-38 (Fig. 10B–H).
The dependence on MRP inhibition of enhanced sensitivity to sorafenib
was confirmed by using a non-toxic concentration of probenecid instead
of diclofenac (Fig. 10J–K).

3.5. Diclofenac sensitized GAC tumors to sorafenib in vivo

The subcutaneous xenograft model in immunodeficient mice was
used to evaluate the effect of inhibiting MRPs on the antitumor activity
of sorafenib in vivo. The growth of implanted tumors derived from AGS
cells was similar regardless of mice received the vehicle, diclofenac or

Fig. 6. Relative mRNA levels of ABCC3 (A), ABCC4
(B) and ABCC5 (C) in samples (n=23) obtained
from surgically resected gastric adenocarcinomas
(GAC). Values are shown as mean ± SEM and in-
dividual paired data as determined by RT-qPCR in
adjacent non-tumor tissue (NT) and in tumor (T) and
expressed as a percentage of GAPDH expression. Box
plots show the relationship between gene expression
and tumor staging, different location in the stomach
and degree of differentiation classified into well (W),
moderately (M) and poorly (P) differentiated. The
bottom, middle and top marks of each box represent
the first, second and third quartiles, respectively.
The lower and upper plot whiskers represent the 1.5
inter-quartile ranges (IQR) of the first and third
quartiles. Dots are values exceeding whiskers and
are considered outliers. *, p < 0.05.
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sorafenib alone. In contrast, a marked tumor suppression effect was
observed in the group of mice treated with sorafenib plus diclofenac
(Fig. 11A). At the end of treatment, both tumor size (Fig. 11B) and
weight (Fig. 11C) were lower in the group of mice that received com-
bined chemotherapy. These findings were consistent with the ob-
servation that sorafenib accumulation was significantly higher in tu-
mors resected from mice that had received sorafenib plus diclofenac in
comparison with mice treated only with sorafenib (Fig. 11D). Bio-
chemical profiles analyzed in the serum of these animals in all experi-
mental groups did not reveal any sign of hepatic or renal toxicity (data
not shown).

4. Discussion

In search of novel targets for chemosensitizing strategies, we have
characterized the transcriptomic signature of GAC chemoresistance.
Although evidence for the role of genes involved in MOC-2 to MOC-5
has been found, in the present study, we have focused our investigation
on genes involved in determining intracellular drug concentrations. The
most relevant finding was that the cells derived from GAC become
sensitive to certain anticancer drugs in the presence of MRP inhibitors
diclofenac and probenecid. Nevertheless, other interesting observations
are described by the present study.

Regarding primary transporters involved in drug uptake, OATP1B3

Fig. 7. Relative mRNA levels of ABCG2 (A), ATP7A
(B) and ATP7B (C) in samples (n= 23) obtained
from surgically resected gastric adenocarcinomas
(GAC). Values are shown as mean ± SEM and in-
dividual paired data as determined by RT-qPCR in
adjacent non-tumor tissue (NT) and in tumor (T)
and expressed as a percentage of GAPDH expression.
Box plots show the relationship between gene ex-
pression and tumor staging, different location in the
stomach and degree of differentiation classified into
well (W), moderately (M) and poorly (P) differ-
entiated. The bottom, middle and top marks of each
box represent the first, second and third quartiles,
respectively. The lower and upper plot whiskers
represent the 1.5 inter-quartile ranges (IQR) of the
first and third quartiles. Dots are values exceeding
whiskers and are considered outliers. *, p < 0.05.
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upregulation in GAC was remarkable, which has also been reported in
other types of cancer, such as colon, breast and prostate [26]. This
observation was mainly due to the appearance of a cancer-type
SLCO1B3 mRNA variant. Although its functional significance is still
controversial [15,27], its absence in the healthy stomach is an attrac-
tive characteristic that supports the possibility of using this variant as a
biomarker for GAC, as has been already suggested for colorectal cancer
[28]. Also involved in MOC-1a, the high expression of CTR1, which
plays a significant role in cisplatin uptake, suggested that the cause of
the poor response of GAC to platinum derivatives [29] is not due to the
lack of uptake through CTR1.

Regarding MOC-1b, the low or moderate expression of ABCB1,
ABCC2, and ABCG2 in GAC specimens and AGS cells indicates that
these pumps play a minor role in the MDR of this cancer. In contrast,
MRP1, MRP3, MRP4 and MRP5 were markedly expressed in GAC, and
hence, they might be potentially involved in the chemoresistance of this

cancer. Moreover, the contribution to GAC chemoresistance of other
non-ABC pumps that have been associated with a less critical role in the
lack of response to platinum-derived drugs, such as ATP7A [30] and
ATP7B [31,32], cannot be ruled out.

Several compounds have shown promising properties in vitro over-
coming MDR phenotype by blocking drug efflux from tumor cells, but
most of them have not achieved clinical approval due to their reduced
efficacy or their dangerous side effects in vivo. In the present study, we
have evaluated the possibility of using already licensed drugs, which
could simplify the translation of chemosensitizers to actual clinical
practice. In this sense, some NSAIDs, including diclofenac and probe-
necid, are known to inhibit MRP-mediated transport both in vitro
[21,22] and in vivo [21]. On the other hand, NSAIDs have been already
studied to evaluate their ability to increase the sensitivity to antitumor
drugs, such as doxorubicin, daunorubicin and epirubicin, but had
shown no effect in other treatments such as those based on 5-FU and

Fig. 8. Representative images of immunofluorescence localization of MRP1 (A–C), MRP3 (D–F), MRP4 (G–I) and MRP5 (J–L) in gastric adenocarcinoma.
Cryosections were stained with anti-MRP1 (A), anti-MRP3 (D), anti-MRP4 (G), anti-MRP5 (J) (green) and anti- Na+/K+-ATPase (B, E, H, K) (red) antibodies. Nuclei
were stained with DAPI (blue).
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cisplatin [33]. Diclofenac, an NSAID of choice in the clinical treatment
of inflammation, has an inhibitory effect on ABC transporters, including
MRP1, MRP2, MRP4 and BCRP [21,34]. The present study showed that
diclofenac increased the sensitivity of GAC cells to doxorubicin, doc-
etaxel, and etoposide. Moreover, we also found a marked sensitization
to sorafenib, a TKI previously used in the treatment of advanced GAC
[35]. Of note, diclofenac increased the response of GAC to sorafenib
both in vitro and in vivo using non-toxic doses of the sensitizing agent,
which is of great importance for the potential translation to clinical
treatment of GAC. Interestingly, the use of NSAIDs has also been as-
sociated with a lower risk of developing gastric cancer [36].

Regarding the pumps involved in the mechanism of action of the
sensitizing strategy, the results obtained in the present study suggested
that enhanced sensitivity to anticancer drugs was mainly due to in-
hibition of MRP1 and MRP4. Although high levels of mRNA of both
MRP3 and MRP5, were found in GAC, and MRP3 has been associated
with enhanced resistance to sorafenib in other tumors expressing high
levels of this pump (e.g., hepatocellular carcinoma [37]), the absence or

weak expression of these proteins at the plasma membrane of cancer
cells suggested a low relevance of these pumps in the MDR phenotype
of GAC, and hence in its chemosensitization.

MRP1 is known to export anthracyclines (doxorubicin, epirubicin),
colchicine, Vinca alkaloids (vincristine), taxanes and epipodophyllo-
toxins (etoposide) [38]. In GAC cells, MRP1 expression has been in-
versely correlated with their sensitivity to etoposide [39]. On the other
hand, in the healthy stomach, MRP4 participates in the transport of oral
TKIs, such as dasatinib [40]. MRP4 up-regulation in other tumors, such
as hepatocellular carcinoma and cholangiocarcinoma, has been de-
scribed as a shared feature of their resistome profile [41]. Moreover,
MRP4 expression is increased (> 10-fold) in liver cancer cells when
their chemoresistance is induced by incubation with cisplatin [41,42].
In preliminary experiments, we have found evidence for enhanced re-
sistance to sorafenib of cells with induced MRP4 overexpression [43].
Thus, both MRP1 and MRP4 are candidates to be involved in diclo-
fenac-induced enhanced sensitivity to sorafenib.

In sum, our results indicate that export pumps of the MRP family

Fig. 9. Representative images of AGS cells after immunofluorescence detected by confocal microscopy of MRP1, MRP3, MRP4 and MRP5 stained with anti-MRP
(green) and anti-Na+/K+ ATPase (red) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (blue) (A). Relative mRNA levels of ABCB1, ABCC1-5 and ABCG2 in AGS cells.
Values are mean ± SEM of measurements of two AGS cultures performed in duplicate by RT-qPCR and expressed as a percentage of HPRT1 expression in each
sample (B). Representative image of one of the five immunoblotting analyses carried out to detect MRP1, MRP4 and MRP5 in AGS cells. Cells were collected to obtain
the cell lysates (L) and crude of membranes (M). Proteins (50 µg/lane) were separated by 7.5% SDS-PAGE. GAPDH and Na+/K+-ATPase were used as normalizers
(C). Effect of the MRP inhibitors diclofenac and probenecid on the uptake of Fluo-3 (D) and carboxyfluorescein (E). Cells were incubated with 2 µM Fluo-3 acet-
oxymethyl ester or 1 µM carboxyfluorescein diacetate, with or without the indicated concentrations of inhibitor, at 37 °C for 30min and the mean fluorescence
intensity (Arbitrary Units of Fluorescence, AUF) was determined by flow cytometry. Values are expressed as mean ± S.D. from 9 assays per data point carried out in
3 different cultures. *, p < 0.05, as compared with Control.
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play an essential role in the lack of response of GAC to chemotherapy.
Moreover, sorafenib and other TKIs, at present considered useless to
treat GAC, may become active antitumor agents when co-administered
with diclofenac. These findings might have a significant impact on
clinical practice in the foreseeable future because owing to the poor
prognosis of GAC and the lack of response to available chemotherapy,
the conclusion of the present study, which requires confirmation by
further clinical investigation, constitutes a funded hope to make a
dramatic change in the outcome of these patients by the simple addition
of a safe drug like diclofenac to their pharmacological treatment.
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CONCLUSIONS 

First conclusion: 

The active expulsion of drugs from tumor cells via ABC superfamily export proteins 

constitutes one of the main causes of the MDR phenotype characteristic of ACG. Among 

these pumps, MRP1 and MRP4 are the most highly expressed in the plasma membrane of 

GAC cells, making them potential targets for the development of sensitizing strategies to 

improve the efficacy of drug treatment against gastric cancer. 

Second conclusion:  

The administration of commonly used drugs, which are able to inhibit MRP pumps, such 

as diclofenac, could be an effective therapeutic approach for the treatment of GAC by 

enhancing the effect of tyrosine kinase inhibitor drugs such as sorafenib, which are not 

currently used due to their poor efficacy against gastric cancer 

Third conclusion:  

Using a model of MRP4 overexpression in human embryonic kidney, HEK-293T cells, it has 

been possible to demonstrate that this pump is able to expel antitumor drugs such as 

methotrexate and panobinostat and other drugs used in the first and second-line 

treatment of GAC, such as 5-fluorouracil, anthracyclines and irinotecan derivatives. This, 

together with the high levels of MRP4 expression that we have found in samples obtained 

from patients with gastric cancer, suggests an important role of this pump in GAC 

chemoresistance. 

Fourth conclusion:  

Using CRISPR/Cas9-based programmed genomic editing technology, in vitro models have 

been generated by knockdown of MRPs protein expression in gastric cancer-derived AGS 

cells. These models constitute a useful tool to evaluate the role of each of the pumps 

individually while avoiding interference from the activity of other MRPs. 
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Fifth conclusion:  

Using AGS cells with endogenous expression of MRP4, but permanently silenced both, 

MRP1 and MRP3 by CRISPR-Cas9, curcumin, a naturally polyphenol, and indomethacin, a 

non-steroidal anti-inflammatory drug, have been shown to be effective inhibitors of 

MRP4 activity. As a consequence, curcumin and indomethacin may sensitize AGS cells to 

the cytostatic effect of antitumor drugs substrates of this pump. 

Sixth conclusion:  

The study of the relationship between tumor suppressor silencing by CRISPR-Cas9, the 

changes occurring in the resistome and their impact on chemoresistance has revealed 

that loss of TP53 and PTEN expression, but not ARID1A, reduces the response of GAC cells 

to antitumor drugs used in the treatment of gastric cancer, which is not due to changes in 

the expression of ABC proteins but of the genes UGT1A, involved in drug metabolism, and 

CD44, related to a phenotype of increased malignancy. 
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