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Figura 33. (A) Panel izquierdo: niveles de las proteínas Ku70 y Ku80 después del 
tratamiento con 50 nM de LBH durante 24, 48 o 72 horas. Panel derecho: niveles de 
expresión de Ku70 y Ku80 tras 24 h de tratamiento con LBH (20 nM). Los niveles de β-
actina se emplearon como control de carga. (B) Porcentaje de NHEJ empleando el 
plásmido digerido con las enzimas HindIII o I-SceI en las líneas IGROV-1 y SK-OV-3. 
Las células se pretrataron o no con las dosis de LBH o NU-7026 indicadas, se 
transfectaron con el plásmido pEGFP-Pem1-Ad2 linealizado o el plásmido circular 
pEGFP-Pem1 junto con el plásmido rojo pDsRedN1 y se volvieron a tratar con las 
mismas dosis de LBH o NU-7026 durante 72 horas. El porcentaje se calculó tal y como 
se indica en material y métodos. (C) Dot plots de las células sin transfectar con el 
cassette integrado (SK-OV-3-NHEJ, IGROV-1-NHEJ) y transfectadas con 5 µg de un 
plásmido que codifica para la endonucleasa I-SceI y 0,5 µg de pDsRedN1 tras el 
pretratamiento de 24h con LBH o NU-7026. Estas últimas se incubaron en la presencia 
o ausencia de LBH o NU-7026 72 horas después de la transfección. La eficiencia de 
NHEJ se calculó como la proporción de células verdes entre células rojas. Los datos 
mostrados corresponden a la media del análisis de al menos tres experimentos 
independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los datos 
(**p < 0,01; *p < 0,05). ............................................................................................................ 107 
Figura 34. El daño en el DNA generado por la CQ se repara por NHEJ. Las líneas 
celulares SK-OV-3 y OVCAR-8 se trataron durante 24h con 25 µM de CQ. El tratamiento 
se eliminó y las células se trataron o no con inhibidores de NHEJ durante 48h. Además, 
se trataron solo con estos inhibidores. (A) Focos de γH2AX (verde) detectados mediante 
microscopía confocal. (B) Porcentaje de células con γH2AX (>5 focos/célula). Los datos 
representados corresponden a la media de al menos 50 células por línea y condición.
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Figura 35. Efecto de los inhibidores de NHEJ en la proliferación de las líneas celulares 
de cáncer de ovario. Las distintas líneas celulares se trataron con las dosis de (A) KU-
57788, (B) NU-7026 y (C) SCR7 pirazina indicadas durante 24, 48 y 72 horas tras lo que 
se midió la viabilidad celular. Los datos representados corresponden a la media de tres 
experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar 
de los datos. ............................................................................................................................ 109 
Figura 36. Efecto del inhibidor KU-57788 en el ciclo celular. (A) Porcentaje de células 
en las distintas fases del ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas en presencia o ausencia (C-
) de KU-57788 (B) Porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 48 y 72 horas de 
tratamiento con KU-57788. Los datos mostrados corresponden a la media de tres 
experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar 
de los datos (**p < 0,01; *p < 0,05). ...................................................................................... 110 
Figura 37. Efecto del inhibidor NU-7026 en el ciclo celular. (A) porcentaje de células en 
las distintas fases del ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas en presencia o ausencia (C-) 
de NU-7026. (B) Porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 48 y 72 horas de 
tratamiento con NU-7026. Los datos representados corresponden a la media de tres 
experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar 
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Figura 39. Efecto de los inhibidores de NHEJ en la supervivencia celular. Porcentaje de 
células vivas tras el tratamiento con KU-57788 (5, 7,5 y 10 µM) y con NU-7026 (40, 60 
y 80 µM). Los datos representados corresponden a la media de tres experimentos 
independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los datos 
(**p < 0,01; *p < 0,05). ............................................................................................................ 112 
Figura 40. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con cloroquina y KU-57788. Las 
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de células apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la 
supervivencia, la fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en 
las distintas tablas. ................................................................................................................. 114 
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supervivencia, la fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en 
las distintas tablas. ................................................................................................................. 115 
Figura 42. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con cloroquina y SCR7 pirazina. 
Las células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de CQ y SCR7 y el porcentaje 
de células apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la 
supervivencia, la fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en 
las distintas tablas. ................................................................................................................. 116 
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por citometría de flujo. Los datos representados corresponden a la media de tres 
experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar 
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ABREVIATURAS 
# 
4EBP1: Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Binding Protein 1 

A 
A-RAF: A-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase 
ADP: Adenosín difosfato 
AJCC: American Joint Committee of Cancer 
AKT: AKT Serine/Threonine Kinase 
AMBRA1: Autophagy And Beclin 1 Regulator 1 
AMPS: persulfato de amonio 
AMPK: Protein Kinase AMP-Activated Catalytic Subunit Alpha 2 
APE1: Apurinic/Apyrimidinic Endodeoxyribonuclease 1 
APC: Adenomatosis Polyposis Coli Tumor Suppressor 
ARID: AT- Rich Interaction Domain 
ARID1A: AT-Rich Interaction Domain 1A 
ATCC: American Type Culture Collection 
ATM: ATM Serine/Threonine Kinase 
ATG3/4/5/7/9/10/12/14L/16L1: Autophagy Related 3/4/5/7/9/10/12/14/16 Like 1 
ATP: Adenosín trifosfato 
ATP7A/B: ATPase Copper Transporting Alpha/Beta 
ATR: ATR Serine/Threonine Kinase 
AXIN1/2: Axis Inhibition Protein 1/2 

B 
Baf: Bafilomicina A1 
BARD1: BRCA1 Associated RING Domain 1 
Bcl-2: BCL2 Apoptosis Regulator 
BER: Base Excision Repair/ Reparación por escisión de bases 
BRAF: B-raf proto-oncogene, serine/threonine kinase 
BRIP1: BRCA1 Interacting Protein C-Terminal Helicase 1 
BRCA1/2: BRCA1/2 DNA repair associated 
BSA: Bovine Serum Albumin/Albúmina Sérica Bovina 

C 
C-: Control negativo, células sin tratar 
C-RAF: Raf-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase 
CA 125: Cancer antigen 125 
CA 19-9: Carbohydrate antigen 19-9 
CCNE1: Cyclin E1 
CD3: Cluster of Differentiation 3  
CD28: Cluster of Differentiation 28 
CDH1: Cadherin 1 
CDK12: Cyclin Dependent Kinase 12 
CDKN2A: Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A 
CEA: Carcinoembryonic antigen/Antígeno carcinoembrionario 
CHEK1/2: Checkpoint kinase 1/2 
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CI: Índice de combinación 
CK1: Casein Kinase 1 
CO: Cáncer de ovario 
CQ: Cloroquina 
CSMD3: CUB And Sushi Multiple Domains 3 
CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4 
CTNNB1: Catenin (Cadherin-associated protein) beta 1 

D 
DAPI: Dihidroclorhidrato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol 
DCFH-DA: 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato 
dH2O: agua destilada 
DKK1/2: Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 1/2 
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
DNA: Deoxyribonucleic acid/Ácido desoxirribonucleico 
DNA-PK: DNA-dependent Protein Kinase/ Quinasas dependientes de DNA 
DRAM/2: DNA Damage Regulated Autophagy Modulator/2 
DSB: Double Strand DNA Break/Rotura de cadena doble del DNA  
DSMZ: Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures 
GmBH 

E 
ECACC: European Collection of Authenticated Cells Cultures 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
EGF: Epidermal Growth Factor 
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor/Receptor del factor de crecimiento epithelial 
EGTA: Ácido egtazico 
EMSY: EMSY Transcriptional Repressor, BRCA2 Interacting 
ErbB: Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene  
ERK: Extracellular Signal-Regulated Kinase 
ERK1/2: Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2 

F 
Fa: Fracción alterada (Fracción de células muertas) 
FAT3: FAT Atypical Cadherin 3 
FBS: Suero fetal bovino 
FBXW7: F-Box and WD repeat containing protein 7 
FIGO: Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia 
FOXA2: Forkhead Box A2 
FSH: Hormona estimulante de folículos 

G 
G418: Geneticina 
GABRA6: Gamma-Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Alpha6 
GFP: Green Fluorescent Protein 
GnHR: Hormona liberadora de gonadotropina 
GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3 
GSK3B: Glycogen Synthase Kinase 3 Beta 
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H 
HDAC: Histona deacetilasa 
HDACi: Inhibidor de histona deacetilasa 
HLA: Human Leukocyte Antigen/Antígenos leucocitarios humanos 
HR: Homologous Recombination/ Recombinación homóloga 
HRR: Homologous Recombination Repair/Reparación por recombinación homóloga 
HE4: Human epididymis protein 4/Proteína del epidídimo humana 4 
HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfónico 
HER2/Neu: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 
HER3/4: Human Epidermal Growth Factor Receptor 3/4 
Het: Mutación heterocigota 
HGSC: High Grade Serous Carcinoma/Carcinoma seroso de alto grado 
HNF1-β: Hepatocyte Nuclear Factor 1-Beta 
Hom: Mutación homocigota 

I 
IC50: Concentración inhibitoria 50 
IGFBP-4: Insulin Like Growth Factor Binding Protein 4 
INPP4B: Inositol Polyphosphate-4-Phosphatase Type II B 
iPARP: PARP inhibitors/Inhibidores de PARP 

K 
KRAS: KRAS Proto-Oncogene, GTPase 
KU: KU-57788 
Ku70: ATP-Dependent DNA Helicase 2 Subunit 1 
Ku80: ATP-Dependent DNA Helicase 2 Subunit 2 

L 
LAMP1/2: Lysosomal Associated Membrane Protein 1/2 
LBH: Panobinostat (Farydak®) o LBH589 
LC3B: Microtubule Associated Protein 1 Light Chain 3 Beta 
LGSC: Low Grade Serous Carcinoma/Carcinoma seroso de bajo grado 
LH: Hormona luteinizante 
LPR5/6: LDL Receptor Related Protein 5/6 

M 
MAPK: Mitogen-activated protein kinase 
MDS: Microtubule Destabilizing Sulfonamides/ Sulfonamidas desestabilizantes de 
microtúbulos 
MDR1: Multidrug Resistance Protein 1 
MEK: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 
MEK1/2: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1/2 
MET: Tyrosine-Protein Kinase Met 
MGMT: O6-metilguanina DNA metiltransferasa 
MLH1: MutL Homolog 1 
MMR: Mismatch Repair/Reparación por apareamiento erróneo  
MRE11A: MRE11 Homolog, Double Strand Break Repair Nuclease 
MSH2/3/6: MutS Homolog 2/3/6 
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MTOR: Mammalian Target Of Rapamycin 
MTORC1/2: Mammalian Target of Rapamycin Complex 1/2 
MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
MYC: MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor 

N 
NAC: N-Acetil-L-cisteína 
NAD+/NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleótido 
NER: Nucleotide Excision Repair/Reparación por escisión de nucleótidos 
NF1: Neurofibromatosis-Related Protein NF-1 
NHEJ: Non-Homologous End Joining/Reparación por unión de extremos no homólogos 
Nsb1: Nijmegen Breakage Syndrome 1/Nibrin 
NU: NU-7026 

O 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
OGG1: 8-Oxoguanine DNA Glycoxylase 

P 
P21: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1 
P9: compuesto PILA9 
PALB2: Partner and Localizer of BRCA2 
PARP: Poly(ADP-Ribose) polimerase/Poli(ADP-Ribosa) polimerasa 
PAX8: Paired Box 8 
PBS: Phosphate-Buffered Saline/Tampón fosfato salino 
PBSst: PBS staining 
PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen 
PD-1: Programmed Death cell protein 1 
PD-L1: Ligando de PD-1 
PDK1: Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1 
PE: fosfatidiletalonamina 
PEG400: Polietilenglicol 400 
PI: propidium iodide/ yoduro de propidio 
PI3K: Phospatidylinositol 3-kinase 
PIK3CA: Phospatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha 
PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 
PIP3: Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 
PIPES: Piperazina-N,N’-bis(2-ácido etanosulfónico) 
PMS2: PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System Component 
PP2A: Protein Phosphatase 2A 
PPP2R1A: Protein Phosphatase 2 Scaffold Subunit Alpha 
PTEN: Phospatase And Tensin Homolog  
PVDF: Fluoruro de polivinilideno 

R 
RAD50: RAD50 Double Strand Break Repair protein 
RAD51C/RAD51D: RAD51 Recombinase paralog C/RAD51 paralog D 
Raf: RAF serine/threonine-specific protein kinases 
Ras: Ras small GTPases 



ABREVIATURAS 

 16 

RB1: RB Transcriptional Corepressor 1 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
RPA: Replication Protein A 

S 
SCR7: SCR7 pyrazine/ SCR7 pirazina 
SDS: Sodium-Dodecylsulfate/ Dodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE: Sodium-Dodecylsulfate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis 
SHP-2: Src homology region 2 (SH2)-containing protein tyrosine phosphatase 2 
SMAD4: SMAD Family Member 4 
SSB: Single Strand DNA Break/ Rotura de cadena sencilla del DNA 
SWI/SNF: Switch/Sucrose Non-Fermentable  

T 
TBS: Tris-Buffered Saline/ Solución salina tamponada con Tris 
TBS-T: Tris-Buffered Saline with 0.1%Tween® 20 Detergent/ Solución salina tamponada 
con Tris con el 0,1% del detergente Tween® 20 
TEMED: Tetrametiletilendiamina 
TGF: Transforming Growth Factor 
TGFBR2: Transforming Growth Factor Beta Receptor 2 
TGF-β: Transforming Growth Factor Beta 
TSH: Terapia hormonal sustitutiva 
TNF-α: Tumor Necrosis Factor α 
TP53: Tumor Protein 53  
TSC2: TSC Complex Subunit 2 

U 
ULK1: Serine/Threonine-protein kinase ULK1 

V 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor/Factor de crecimiento endotelial vascular 
VMP1: Vacuole Membrane Protein 1 
VPS15: Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 4/ PIK3R4 
VPS34: Phosphatidylinositol 3-Kinase Catalytic Subunit Type 3/ PIK3C3 

W 
WEE1: WEE1 G2 Checkpoint Kinase 
WES: Whole Exome Sequencing/Secuenciación del exoma completo 
WT1: Wilms Tumor 1 Transcription Factor 
WNT1/5A/7A: Wnt Family Member 1/5A/7A 
WGS: Whole Genome Sequencing/Secuenciación del genoma completo 

X 
XLF: XRCC4-Like Factor 
XRCC1/4: X-Ray Repair Cross Complementing 1/4  
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INTRODUCCIÓN 

1. El ovario 
Los ovarios son órganos sexuales femeninos internos al igual que la vagina, el 

útero y las trompas de Falopio. Presentan forma ovoide y se localizan en la pelvis menor, 
próximos a la cavidad abdominal, a ambos lados del útero, suspendidos por varios 
ligamentos (el ligamento mesovárico, el ligamento suspensorio del ovario y el ligamento 
útero-ovárico). Los ovarios presentan dos funciones principales que son: la producción 
de hormonas y la de los gametos femeninos1–4. 

El ovario está formado por el epitelio germinal, la túnica albugínea, la corteza y la 
médula (Figura 1). El epitelio germinal se encuentra en la capa exterior, recubriendo al 
ovario y se trata de un epitelio cúbico simple. Bajo esta capa, se encuentra la túnica 
albugínea que es una capa de tejido conectivo formado por células fusiformes. A 
continuación, se encuentra la corteza que contiene los folículos ováricos en cuyo interior 
se encuentran los oocitos en los distintos estadios de maduración. La región más interna 
del ovario es la médula (también denominada hilio) que está compuesta por tejido 
conectivo laxo y contiene una gran cantidad de vasos sanguíneos, linfáticos y 
nervios1,2,5.  

Durante la embriogénesis, los ovarios se originan a partir del mesodermo 
intermedio. En primer lugar, el ovario se diferencia a la médula y presenta una capa de 
epitelio germinal sobre su superficie. En cuanto a los folículos ováricos, éstos se originan 
alrededor de la cuarta semana de embarazo cuando las células germinales primordiales, 
que se encuentran en el endodermo dorsal del saco vitelino, migran a través del intestino 
posterior y luego por la cresta gonadal hasta los ovarios. Durante esta migración, estas 
oogonias van madurando y multiplicándose, hasta el quinto mes cuando cesa la división, 
para acabar dando lugar a los oocitos primarios (células precursoras de los óvulos). En 
el séptimo mes de la gestación, estos oocitos primarios entran en meiosis e inician la 
profase I de la primera división meiótica rodeados por una capa de tejido conectivo, que 

Folículos 
ováricos 

Región 
medular 

Región 
cortical 

Epitelio 
germinal 

Túnica 
albugínea 

Figura 1. Histología del ovario. En la figura se pueden ver el epitelio germinal, la túnica albugínea, 
la región medular y la región cortical que contiene los folículos ováricos. Imagen adaptada de 
referencia5. 
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se convertirá en las células de la granulosa o folículo. Estos oocitos primarios detienen 
la división meiótica en el diploteno I y permanecen parados en esta fase hasta que se 
alcanza la pubertad1,6. Cuando se alcanza la pubertad, en ausencia de gestación, la 
mujer sufrirá una serie de cambios cíclicos en su útero y los ovarios. Estos ciclos tienen 
una duración de unos 28 días (ciclos menstruales) y conducirán a la formación y el 
desarrollo de gametos femeninos maduros y a la preparación del útero para recibir el 
óvulo fecundado. Todo este proceso está regulado por distintas hormonas y se pueden 
distinguir cuatro fases: 

• Fase menstrual: se inicia en el día uno del ciclo menstrual y comienza con el 
desprendimiento del endometrio. En esta fase, el revestimiento endometrial 
del útero, que se desarrolló en el ciclo anterior, se vierte a través de la vagina 
junto con una pequeña cantidad de sangre. Este sangrado tiene una duración 
de entre 4 y 7 días3. 

• Fase folicular: durante esta fase se produce la maduración del folículo en el 
ovario gracias a la secreción de la hormona liberadora de gonadotropina 
(GnHR), que estimula la síntesis de estrógeno, regulada por la hormona 
estimulante de folículos (FSH), dentro del folículo en desarrollo. La secreción 
de estrógenos por el folículo tiene a su vez efectos sobre el endometrio que 
comienza a proliferar y a desarrollar una red vascular a su alrededor3. 

• Fase ovulatoria: al final de la fase anterior se produce un pico en la secreción 
de hormona luteinizante (LH), dicho pico coincide con el momento en el que el 
folículo se encuentra presionando la pared del ovario. En este momento se 
bloquea la producción de estrógenos y gracias a la acción de la LH se estimula 
la liberación de prostaglandinas y citoquinas inflamatorias que provocan la 
rotura de las células estromales, de la lámina basal que rodea el folículo y del 
epitelio germinal del ovario liberándose el oocito del folículo a las fimbrias de 
la trompa de Falopio. Asimismo, todos estos cambios conducen a la secreción 
de progesterona por parte de las células de la granulosa y a la formación del 
cuerpo lúteo a partir del folículo vacío3. 

• Fase luteal: tras la ovulación, el óvulo se libera del folículo y se forma el cuerpo 
lúteo. En ausencia de fecundación, el cuerpo lúteo degenera a los 14 días y 
se detiene la producción de progesterona. Esta parada conduce a la rotura del 
endometrio y al inicio de la menstruación3. 

Los ovarios, como se ha comentado previamente, son los encargados de la 
secreción de distintas hormonas entre las que se incluyen hormonas esteroideas 
(estrógenos, andrógenos y progesterona) y péptidos (inhibina, activina y relaxina). La 
producción de las hormonas esteroideas por el ovario está regulada por la hormona 
estimulante de folículos y la hormona luteinizante. Las hormonas FSH y LH son 
secretadas por la glándula pituitaria que está bajo el control de la hormona liberadora 
de gonadotropina, que es secretada por el hipotálamo. La hormona FSH tiene afinidad 
sobre las células de la granulosa que promueven el crecimiento y maduración del 
folículo. Por otro lado, la hormona LH tiene afinidad por las células de la teca (células 
endocrinas que rodean el folículo) que producen andrógenos y los precursores de los 
estrógenos1,3. 
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2. El cáncer de ovario 
El cáncer engloba un conjunto de enfermedades que pueden afectar a cualquier 

parte del cuerpo y que se caracterizan por un crecimiento celular rápido y descontrolado 
que altera la forma y función del tejido afectado. Estas células pueden, a su vez, invadir 
tejidos cercanos y/o extenderse a otros órganos7. Esta enfermedad supone la segunda 
causa de muerte a nivel mundial, después de las enfermedades cardiovasculares. En 
2020 se estima que se produjeron aproximadamente 9,9 millones de muertes por 
cáncer. Asimismo, se cree que la incidencia y mortalidad aumentará en las dos próximas 
décadas. En 2040 se estima que se producirán 27 millones de casos nuevos de cáncer 
y de 16 millones de muertes a causa de esta enfermedad en todo el mundo8,9.  

El origen de esta enfermedad es muy complejo y engloba alteraciones genéticas 
y epigenéticas que desregulan la expresión génica y causan la adquisición de fenotipos 
tumorales. Estos fenotipos se caracterizan por un aumento de la capacidad proliferativa, 
un potencial replicativo ilimitado, una capacidad de evasión de señales de muerte 
celular, una inducción de la invasión, metástasis y angiogénesis10. 

El cáncer de ovario (CO) engloba un grupo de tumores que afectan a los ovarios, 
las trompas de Falopio y la cavidad peritoneal11. Estos tumores se originan a partir de 
tres tipos celulares: las células epiteliales, las células estromales o de los cordones 
sexuales y las células germinales. Aproximadamente el 90% de los tumores malignos 
de ovario tienen un origen epitelial, un 5% corresponden a tumores de las células de los 
cordones sexuales o de las células estromales y el 3-5% restante a los de las células 
germinales11–14. Dentro de los carcinomas con origen epitelial, teniendo en cuenta una 
clasificación histopatológica, inmunohistoquímica y molecular se pueden distinguir cinco 
tipos principales: carcinoma seroso de alto grado (70%), carcinoma seroso de bajo 
grado (<5%), carcinoma endometrioide (10%), carcinoma de células claras (10%) y 
carcinoma mucinoso (5%)11,13, cuyas características se explicarán en detalle más 
adelante. 

2.1. Epidemiología del cáncer de ovario 
El cáncer de ovario es el octavo tumor más frecuente en mujeres en todo el 

mundo, representando entre el 3 y el 4% de los tumores femeninos, y es la octava causa 
de muerte por cáncer en mujeres. La incidencia es superior en los países desarrollados, 
especialmente en Europa y Norteamérica, lo que se podría atribuir en gran parte a la 
baja tasa de natalidad presente en estos países, ya que una alta paridad se considera 
un factor de protección frente al CO. En estos países representa la primera causa de 
muerte por cánceres ginecológicos8,15. 

En Estados Unidos, el CO representa el 2,3% de todos los casos de cáncer en 
mujeres y el 5% de las muertes por cáncer debido a los bajos ratios de supervivencia y 
a su diagnóstico en estadios avanzados de la enfermedad. En este país, supone la 
quinta causa de muerte por cáncer entre las mujeres, siendo el cáncer ginecológico con 
mayor mortalidad16,17.  

En Europa, el CO es la séptima causa de cáncer más común en mujeres y es la 
región del mundo en la que se encuentra una mayor incidencia de la enfermedad, 
especialmente en los países del Norte y del Este18. En España, el CO es el octavo con 
mayor incidencia en mujeres, diagnosticándose unos 3.600 casos anuales que 
constituyen en torno al 3% de los cánceres entre las mujeres (Figura 2)9. En cuanto a 
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la mortalidad, el CO supone la quinta causa de muerte por cáncer en mujeres tanto en 
Europa como en España (Figura 2)9,15,18,19.  

La supervivencia a cinco años varía de unos países a otros. En Europa, es de 
aproximadamente un 37%. Las mejores tasas de supervivencia se encuentran en 
Islandia, Austria, Portugal y España; en España, esta tasa es de un 44%. No obstante, 
la supervivencia varía dependiendo de distintos factores como la edad o el estadio en 
el que se diagnostique el tumor15,20: 

• En el caso de la edad, se observa que la supervivencia global a cinco años es 
el doble en mujeres menores de 65 años (60%) que en mujeres mayores de 
esta edad (31%)16. 

• En cuanto al estadio del tumor, la supervivencia se correlaciona inversamente 
con el estadio en el que se diagnostica la enfermedad. En los casos en los que 
el tumor únicamente afecta a los ovarios, la supervivencia alcanza el 90% 
mientras que en los que afectan a los órganos cercanos baja al 60-70% y 
cuando se dan metástasis en otros órganos, más alejados, la supervivencia a 
cinco años cae al 20-30%16,20. 

 

2.2. Etiología del cáncer de ovario 
El cáncer de ovario engloba un conjunto de enfermedades muy heterogéneo 

pudiéndose desarrollar a partir de células de diferentes orígenes. El 40% de los tumores 
de ovario tienen un origen no epitelial si bien no suelen progresar a un tumor maligno y 
cuando lo hacen representan el 10% de los cánceres de ovario, como se comentó 
previamente. Por lo que el 90% de los casos de CO corresponden a tumores cuyo origen 
se encuentra en las células epiteliales21,22.  

Los carcinomas epiteliales de ovario son un grupo heterogéneo que presentan 
distintas morfologías, manifestaciones clínicas y alteraciones genéticas. En la 
actualidad, el origen de este tipo de carcinomas es desconocido y existen múltiples 
teorías para explicar su origen: 

Figura 2. Número estimado de casos nuevos y muertes por cáncer en mujeres en España. 
Adaptado de GLOBOCAN 2020.  
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2.2.1. Teoría de la ovulación incesante 

Inicialmente se consideraba que todos los tipos de CO compartían un origen 
común que se encontraba en la superficie epitelial del ovario. De acuerdo con esta teoría 
durante la ovulación, la ruptura del folículo y la liberación del oocito provoca roturas en 
el epitelio ovárico que deben ser reparadas inmediatamente. A lo largo de la vida fértil 
de la mujer, se producen múltiples ciclos de ovulación repetidos que conllevan una 
generación de daño que ha de ser reparado. Asimismo, la ovulación genera una 
liberación de citoquinas inflamatorias que generan especies reactivas de oxígeno (ROS) 
que pueden dañar el DNA. La acumulación de daño en el DNA durante estos ciclos 
facilita la transformación de este epitelio y su internalización hacia el estroma del ovario. 
Esta internalización puede conducir a la formación de quistes de inclusión corticales 
donde las células epiteliales se ven expuestas a las hormonas generadas en el ovario y 
que pueden conducir a su transformación en células cancerosas21,22. 

Esta teoría se ve apoyada por el hecho de que en tumores benignos de ovario 
aparecen quistes en el estroma del ovario y también en los datos epidemiológicos en 
los que se observa que un descenso en los ciclos de ovulación reduce el riesgo de 
desarrollo de cáncer de ovario. Sin embargo, esta teoría presenta ciertas limitaciones, 
no explicando la existencia de carcinomas peritoneales, con un origen en el exterior del 
ovario, o las diferencias moleculares entre los distintos tipos de tumores si todos 
comparten un origen común22. 

 

2.2.2. Teoría de las trompas de Falopio 

Tradicionalmente se consideraba que el origen del CO se encontraba en el propio 
ovario. Sin embargo, en los últimos años se han buscado otras lesiones precursoras de 
estos tumores en otros lugares, como las trompas de Falopio. Éstas están rodeadas por 
un epitelio cilíndrico compuesto por dos tipos de células (secretoras y ciliadas) y se 
conecta al ovario a través de la su porción fímbrica donde es el encargado de recoger 
el oocito secundario. En 2001, Piek describió que un 50% de las mujeres con 
mutaciones en los genes BRCA1/2 presentaban una displasia epitelial en las trompas 
de Falopio. Esta displasia se parecía al carcinoma de ovario seroso de alto grado23. 
Posteriormente, en otros estudios como el de Kindelberger, se encontraron 
características histológicas similares entre el carcinoma seroso de alto grado y las 
displasias epiteliales que se encontraron en las trompas de Falopio, 
independientemente del estado de BRCA24. Estas displasias se localizaban 
principalmente en la región de las fimbrias de la trompa. En base a estos estudios, se 
postuló que la trompa de Falopio podría albergar las lesiones precursoras del cáncer de 
ovario que posteriormente se extendería al ovario adyacente25.  

Esta teoría ha comenzado a ser aceptada por los expertos, puesto que las fimbrias 
se encuentran próximas a la superficie epitelial del ovario y están sometidas al mismo 
microambiente que éstos. Además, como las trompas de Falopio están conectadas al 
peritoneo, sería fácil que las células epiteliales transformadas pudieran migrar al ovario 
o al peritoneo, lo que explicaría la existencia de carcinomas fuera del ovario. Sin 
embargo, esta teoría se basa únicamente en evidencias patológicas y no se ha validado 
experimentalmente por el momento21,22,25. 
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2.2.3. Teoría dualista  

Esta teoría fue propuesta por Shih y Kurman en 2004 para tratar de integrar los 
descubrimientos clínicos, histopatológicos y moleculares (Figura 3). Se basan en las 
frecuencias mutacionales en los genes TP53 y KRAS en los tumores serosos, tanto 
benignos como malignos, y dividen los tumores de ovario en dos tipos26–28: 

• Tipo I: en este grupo se incluyen los tumores serosos de bajo grado, los 
endometrioides, los mucinosos y los de células claras, así como los 
carcinomas de células de transición. Las lesiones precursoras se localizan en 
el ovario. En este caso el epitelio de la superficie del ovario se internaliza y 
forma quistes que reciben una estimulación de proliferación del microambiente 
y esto puede conducir a la transformación en células cancerosas. Las 
alteraciones moleculares más frecuentes en este grupo de tumores son 
mutaciones activadoras en KRAS y BRAF que conducen a una activación de 
la vía MAPK-ERK. También se pueden ver mutaciones en PTEN (activan la 
vía de señalización de PI3K/AKT/mTOR), CTNNB1 y TGFBR2 (afectan a la 
vía de Wnt/β-catenina). En general son tumores con crecimiento lento, de bajo 
grado con células bien diferenciadas, genéticamente estables y suelen afectar 
únicamente al ovario cuando se diagnostican25–27. 

• Tipo II: en este grupo se incluye los tumores serosos de alto grado, los 
indiferenciados y los carcinosarcomas. En este tipo de tumores, se cree que 
su origen se encuentra fuera del ovario, posiblemente en las trompas de 
Falopio. Suelen presentar mutaciones en TP53 (50-80%), sobreexpresión de 
HER2/Neu (10-20%) y AKT (12-18%). El 50% de estos tumores se asocian a 
mutaciones en BRCA1/2. Estos tumores suelen ser más agresivos, 
genéticamente inestables y se suelen diagnosticar en estadios más avanzados 
de la enfermedad25–27. 

Trompa de 
Falopio 

Quiste de inclusión 

Tumores de 
tipo I 

Tumores de 
tipo II 

 

 

Mutaciones en 
KRAS o BRAF 

Mutaciones en TP53  
Inestabilidad genómica 

Cistoadenoma 

Carcinoma seroso de bajo 
grado, mucinoso, de células 
claras, endometrioide o de 

transición 

Carcinoma seroso de alto 
grado, indiferenciado o 

carcinosarcoma 

  

  

Figura 3. Esquema en el que se representa la teoría dualista de origen de cáncer de ovario. 
Imagen adaptada de referencia27. 
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2.2.4. Otras teorías 

1. Teoría de la inflamación: esta teoría propone que la inflamación crónica 
podría tener un papel en la carcinogénesis. Durante la ovulación se producen 
distintas citoquinas proinflamatorias, como TNF-α o metaloproteasas, que 
actúan a nivel de los componentes de la membrana basal epitelial y podrían 
contribuir a la transformación del epitelio. Además, el microambiente 
inflamatorio que rodea al ovario en el que se encuentran células estromales y 
leucocitos generan especies reactivas de oxígeno que pueden producir daño 
en el DNA dando lugar a la carcinogénesis del epitelio29–31. 

2. Teoría de las gonadotropinas: esta teoría sugiere que el origen del CO se 
puede deber a un incremento en los niveles de gonadotropinas, como la 
hormona luteinizante y la hormona estimulante de folículos. Esta teoría se 
basa en la observación de que las mujeres postmenopáusicas presentan 
niveles elevados de gonadotropinas y en que el riesgo a desarrollar CO 
aumenta a partir de la menopausia. Sin embargo, estudios recientes sugieren 
que las gonadotropinas tienen un papel protector en lugar de inductor de la 
carcinogénesis29. 

3. Teoría de la exposición a carcinógenos o contaminación en la pelvis: esta 
teoría sugiere que la exposición a agentes carcinogénicos en el área genital 
femenina podría conducir al desarrollo de CO por su posible migración a los 
ovarios y la cavidad abdominal. Existen evidencias de que la exposición a 
asbestos o talcos incrementa el riesgo a desarrollar este tipo de cáncer29,32. 

 

2.3. Clasificación del cáncer de ovario 
Según la clasificación de la Organización Mundial de la Salud de 2014 y la 

morfología y el origen del tumor, los tumores primarios de ovario se pueden dividir en 
distintos tipos: epiteliales (60%), de células germinales (30%), de células estromales o 
de los cordones sexuales (8%) y un subgrupo de tumores indiferenciados (1%)33,34: 

• Tumores epiteliales: estos tumores tienen un origen en el epitelio que recubre 
el ovario, el peritoneo o las trompas de Falopio. Aparece principalmente en 
mujeres con más de 60 años y constituyen aproximadamente el 90% de los 
tumores malignos de ovario12. 

• Tumores de las células germinales: representan en torno al 5% de los 
tumores malignos de ovario. Su origen se encuentra en las células precursoras 
de los óvulos (oogonias). El tipo de tumor de células germinales más común 
es el teratoma. Este tipo de tumores es mucho más frecuente en mujeres de 
menos de 40 años12. 

• Tumores de las células estromales o de los cordones sexuales: suponen 
entre el 3 y el 5% de los tumores malignos de ovario. Su origen se encuentra 
en las células estromales (células de la teca, fibroblastos y células de Leydig) 
y en las células de las gónadas primordiales (células de la granulosa y células 
de Sertoli). En este grupo se engloban la mayoría de los tumores de ovario 
con manifestaciones endocrinas. Dentro de este grupo, los tumores más 
habituales son los de las células de la granulosa y los de las células Sertoli-
Leydig. Los tumores de la granulosa generalmente presentan una alta 
producción estrogénica mientras que los de células Sertoli-Leydig suelen tener 



INTRODUCCIÓN 
 

 24 

una alta producción androgénica. Estos tumores aparecen en mujeres de entre 
40 y 60 años12,35. 

• Otros: existe otro tipo de tumores indiferenciados de ovario con muy baja 
frecuencia (en torno al 1%), entre los que se encuentra el carcinoma de célula 
pequeña ovárico de tipo hipercalcémico que afecta a mujeres muy jóvenes (de 
menos de 40 años) y cuyo origen es desconocido. Este tumor se suele asociar 
con una hipercalcemia (70%), es muy agresivo y presenta una alta letalidad12.  

Los tumores epiteliales de ovario pueden ser clasificados a su vez en función de 
las características histopatológicas y moleculares, en función del grado de 
diferenciación histológica y en función de su grado de malignidad. 

 

2.3.1. Tumores epiteliales de ovario en base al grado de 
diferenciación histológica 

Los tumores epiteliales de ovario se pueden clasificar en base al grado de 
diferenciación histológica. Teniendo en cuenta esta clasificación, se pueden distinguir 
tres grados36–38: 

• Grado 1: Bien diferenciado. Las células presentan una morfología similar a la 
de las células sanas y están organizadas dentro del tumor como estarían en 
el tejido sano. Generalmente los tumores de grado 1 tienden a crecer de una 
manera más lenta y se asocian con una mayor supervivencia37–39. 

• Grado 2: Moderadamente diferenciado. Las células presentan un fenotipo 
intermedio entre los otros dos grados con un crecimiento intermedio37–39. 

• Grado 3: Pobremente diferenciado o sin diferenciar. La mayoría o la totalidad 
de las células tienen un aspecto alejado de la normalidad y no presentan la 
estructura típica del tejido. Los tumores con este grado suelen crecer más 
rápido y tener mayor tendencia a metastatizar y una peor supervivencia37–39. 

 

2.3.2. Tumores epiteliales de ovario en función del grado de 
malignidad 

Los tumores epiteliales de ovario se pueden clasificar en benignos, borderline o 
malignos en base a una observación microscópica del grado de proliferación celular, de 
la presencia o ausencia de invasión estromal y de la morfología e histología celular33: 

• Tumores benignos: constituyen el 60% del total de los tumores epiteliales del 
ovario y son más frecuentes en mujeres de menos de 40 años. Se trata de 
tumores no cancerosos que se localizan en el ovario y no diseminan a otras 
partes del cuerpo. Dentro de este grupo podemos encontrar adenomas 
serosos, adenomas mucinosos, cistoadenofibromas y tumores de Brenner (de 
células transicionales). A nivel celular, presentan un crecimiento no 
estratificado y atipias citológicas. Generalmente no son una amenaza para la 
vida de las pacientes y su tratamiento es quirúrgico, en el que se extirpa la 
parte del ovario que contiene este tumor33,40,41. 

• Tumores borderline: suponen entre el 10 y el 20% del total de tumores 
epiteliales de ovario. Estos tumores presentan atipia tanto nuclear como 
citoplasmática, una ausencia de estroma y un grado de proliferación inusual 
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con estratificación celular (arquitectura atípica y formación de protuberancias 
papilares). Dentro de este grupo se pueden distinguir distintos tipos: serosos, 
mucinosos, endometrioides, de células claras, de Brenner o de histologías 
mixtas. Generalmente, no invaden otros tejidos, pero cuando lo hacen crecen 
sobre el peritoneo, presentan buen pronóstico, buena supervivencia y bajo 
potencial de malignidad42–44. 

• Tumores malignos: representan en torno al 30% del total de tumores 
epiteliales de ovario; si bien, dan lugar al 80-90% de todos los casos de cáncer 
de ovario. Estos tumores se caracterizan por presentar proliferación celular, 
atipia nuclear e invasión estromal. Se denominan carcinomas y tienen 
capacidad de metastatizar a otros tejidos. Este tipo de tumores es más 
frecuente en mujeres de más de 60 años33.  

 

2.3.3. Tumores epiteliales de ovario en función de las características 
histológicas y moleculares 

Los carcinomas de ovario son un grupo heterogéneo de neoplasias que muestran 
diferencias morfológicas y moleculares, así como en la patogénesis y en su 
comportamiento. Teniendo en cuenta la morfología y las alteraciones moleculares 
presentes en los tumores, los carcinomas se pueden dividir en al menos cinco tipos 
(Figura 4)33,45,46: 

2.3.3.1. Carcinoma seroso 

Los carcinomas serosos son los más frecuentes (70-75%) y están formados por 
células ciliadas cilíndricas. Estos carcinomas se pueden dividir en dos subtipos: 

• Carcinoma seroso de alto grado (HGSC): es el tipo de cáncer de ovario más 
frecuente (70%) y se suele diagnosticar en estadios avanzados de la 
enfermedad (80%), cuando el tumor ya ha metastatizado a otros tejidos. En la 
mayoría de los casos (2/3) se da una afectación de los dos ovarios (bilateral). 
Por todo esto, suele tener un mal pronóstico. A nivel celular, es muy 
heterogéneo y el tipo más habitual presenta un crecimiento sólido y papilar con 
lúmenes glandulares en forma de hendidura. Las células presentan un tamaño 
intermedio con células gigantes mononucleares con nucleolos prominentes. A 
nivel molecular, en la práctica totalidad de los casos se producen alteraciones 
en el gen TP53 (mutaciones de splicing, nonsense, inserciones o deleciones). 
Otras alteraciones comunes se dan en los genes BRCA1 y BRCA2 
(aproximadamente el 20% de los casos). Estos carcinomas expresan 

Figura 4. Tinción hematoxilina-eosina de los cinco subtipos principales de cáncer de ovario. (A) 
Carcinoma seroso de alto grado, (B) carcinoma seroso de bajo grado, (C) carcinoma de células 
claras, (D) carcinoma mucinoso y (E) carcinoma endometrioide. Imagen adaptada de 
referencia46. 
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frecuentemente las proteínas p16 y WT1, así como el receptor de estrógenos. 
Además, muestran inestabilidad genómica, alteraciones en el número de 
copias del DNA y un alto índice de proliferación (Ki-67 elevado). Algunos 
estudios genómicos han subdividido estos tumores en cuatro tipos en base a 
análisis de expresión génica: proliferativo, inmunológico, mesenquimal y 
diferenciado; sin embargo, esta clasificación todavía no se usa en clínica. 
Estos tumores suelen tener una sensibilidad inicial a agentes quimioterápicos 
y van adquiriendo resistencias tras las recaídas de la enfermedad45,47–49. 

• Carcinoma seroso de bajo grado (LGSC): este tipo de tumor es muy poco 
frecuente (5%). Se asocia con un tumor seroso boderline (con patrón 
micropapilar o no) o con una progresión que aparece tras el diagnóstico de un 
tumor seroso borderline. A nivel celular, muestran células papilares con 
pequeños núcleos uniformes y una cantidad variable de estroma con contenido 
hialino que puede presentar calcificaciones (cuerpos de psammoma). A nivel 
molecular, suelen presentar mutaciones en BRAF (40%), KRAS (20%) y 
HER2/Neu y no suelen tener inestabilidad cromosómica. Si aparece una 
mutación en KRAS o BRAF no aparece mutación en HER2/Neu y viceversa 
(son excluyentes). Generalmente presentan bajas respuestas a agentes 
citotóxicos y hormonales y un crecimiento lento del tumor (expresión de Ki-67 
baja)33,47–49. 

2.3.3.2. Carcinoma endometrioide 

Los carcinomas endometrioides suponen el 10% de todos los casos de CO. Estos 
tumores son bilaterales en el 17% de los casos y se asocian entre un 15 y un 20% con 
el carcinoma de endometrio. Hasta el 42% de los casos se asocian con ovarios 
ipsilaterales y endometriosis pélvica u ovárica47.  

De acuerdo con la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO) 
se pueden distinguir tres grados de carcinomas endometrioides en base a la presencia 
de áreas sólidas y al grado de atipia nuclear. Los de bajo grado (1 y 2) presentan el 
patrón glandular similar al de las glándulas del endometrio, bastante preservado y una 
frecuente diferenciación escamosa. La mayoría de los carcinomas endometrioides se 
engloban en estos dos grados. Los tumores de grado 1 con cápsula intacta suelen tener 
un pronóstico favorable y no requieren terapia adicional. En el caso de los tumores de 
grado 2, éstos requieren de tratamiento quimioterápico. Los carcinomas endometrioides 
de alto grado (grado 3) son difíciles de distinguir de los serosos de alto grado ya que 
presentan mutaciones en TP53 y expresan WT1. La supervivencia a los cinco años se 
asocia con el momento de diagnóstico, siendo mayor cuando se detecta en estadios 
más tempranos, así como con el grado33,45,50. 

A nivel molecular, suelen presentar mutaciones en CTNNB1 (48%), PIK3CA 
(40%), ARID1A (30%), KRAS (30%), PPP2R1A (16%) y PTEN (16%). En algunos casos 
presentan inestabilidad de microsatélites33,45,47,49.  

2.3.3.3. Carcinoma de células claras 

Los carcinomas de células claras representan en torno al 10% de los carcinomas 
epiteliales de ovario. Generalmente, no afectan a los dos ovarios. En un porcentaje 
elevado de los casos (20-50%) se asocian con una endometriosis atípica pélvica u 
ovárica, presentando estos casos un pronóstico más favorable33,45,47,49. 
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La mayoría de estos tumores son neoplasias adenofibromatosas y presentan un 
componente borderline. A nivel estructural, estos carcinomas muestran atipia en el 
epitelio glandular y no presentan invasión de células estromales. Los quistes están 
revestidos por células cilíndricas o aplanadas con un gran citoplasma claro o eosinófilo, 
pudiendo aparecer una membrana basal densa con cuerpos hialinos (25% de los casos). 
Los núcleos de estas células son pleomórficos, irregulares e hipercromáticos. Estas 
células presentan además un bajo índice de proliferación33,45,47,49.  

 Generalmente se detectan en estadios tempranos de la enfermedad, donde 
presentan un pronóstico favorable y una alta supervivencia a 5 años. Sin embargo, 
cuando metastatizan, son especialmente resistentes a agentes quimioterápicos33,45,47. 

A nivel molecular, las mutaciones en ARID1A (40-70%), PTEN (40%), PIK3CA 
(30%) y KRAS (30%) son frecuentes. La amplificación del gen MET también se puede 
ver en torno a un 20% de los casos y en un 10% de los casos se puede encontrar 
inestabilidad de microsatélites. Estos carcinomas suelen expresar HNF1β, proteína que 
podría tener un papel importante en la patogénesis en este tipo de tumores. La 
expresión de esta proteína se suele emplear para el diagnóstico inmunohistoquímico de 
este tipo de carcinomas33,45,47–49. 

2.3.3.5. Carcinoma mucinoso 

Los tumores mucinosos suponen el 10-15% de todos los tumores de ovario; si 
bien, un gran porcentaje son benignos (80%) y la mayoría de los restantes son 
borderline. Los carcinomas mucinosos primarios son muy raros. Si se excluyen las 
metástasis ováricas de tumores del tracto gastrointestinal, solo un 3 o un 4% de los 
carcinomas de ovario son mucinosos. Los carcinomas primarios suelen ser grandes con 
varios quistes que contienen moco y unilaterales, mientras que las metástasis son 
bilaterales y pequeñas33,47. 

Histológicamente, se componen de quistes y glándulas de tamaño variable, 
pudiendo contener áreas sólidas. En algunos casos, se han observado arquitecturas 
papilares. Las células que los componen son altas, cilíndricas y estratificadas con 
citoplasmas basófilos que contienen mucina33,47.  

Estos carcinomas son heterogéneos y suelen derivar de tumores borderline 
mucinosos. En éstos, pueden coexistir áreas de cistoadenomas mucinosos (benignos), 
áreas de tumores borderline mucinosos y áreas de adenocarcinomas mucinosos 
(malignos). Según su patrón de crecimiento, los carcinomas invasivos se pueden dividir 
en:  

• Tipo expansivo: estas neoplasias no presentan invasión estromal o una 
invasión mínima. Las neoplasias asociadas a este patrón de crecimiento 
suelen encontrarse en pacientes más jóvenes, en estadios tempranos de la 
enfermedad y se asocia con un pronóstico más favorable. 

• Tipo infiltrativo: estos carcinomas presentan una invasión estromal en forma 
de glándulas, nidos celulares o células individuales. Una infiltración 
desordenada del estroma se asocia frecuentemente con una reacción 
desmoplásica del estroma (con una elevada producción de tejido conectivo) y 
se puede observar en este grupo. Estos tumores diseminan fuera del ovario 
con mayor frecuencia que los de tipo expansivo. 

A nivel molecular, se detectan mutaciones en los codones 12 y/o 13 de KRAS en 
aproximadamente el 50% de los carcinomas mucinosos. Las mutaciones en el gen TP53 
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también son frecuentes en pacientes con carcinoma mucinoso (25% de los casos), así 
como la amplificación o sobreexpresión de HER2/Neu (25% de los casos). Las 
alteraciones de KRAS y HER2/Neu son excluyentes y ambas alteraciones moleculares 
podrían asociarse con un pronóstico más favorable. Los carcinomas mucinosos no 
suelen expresar el receptor de estrógenos ni WT1; sin embargo, siempre expresan la 
citoqueratina 7 y en la mayoría de los casos también expresan la citoqueratina 20 (65%), 
lo que permite distinguirlos de otros carcinomas gastrointestinales. Su diagnóstico se da 
frecuentemente en estadios tempranos de la enfermedad, lo que hace que suelan 
presentar un buen pronóstico33,45,47–49.  

En la Tabla 1 se presenta un resumen de las frecuencias, características 
moleculares y clínicas de los distintos tipos de carcinomas epiteliales de ovario en 
función de sus características histológicas y moleculares. 

Tabla 1. Resumen de las características clínicas y moleculares de los distintos tipos de cáncer 
de ovario epitelial. Adaptada de referencias45,49. 

Subtipo y 
frecuencia Características moleculares Características clínicas 

HGSC  
(70%) 

Mutaciones en TP53 (100%) y 
BRCA1/2 (17%). 
Expresión p16, WT1 y receptor de 
estrógenos. 
Inestabilidad genómica. 

Alta sensibilidad inicial a los 
agentes quimioterápicos (QT). 
Detección en estadios avanzados 
(mal pronóstico). 
Alto índice de proliferación. 

LGSC  
(<5%) 

Mutaciones en BRAF (40%), 
KRAS (20%) y HER2/Neu. Baja respuesta a QT. 

Carcinoma 
endometrioide 

(10%) 

Mutaciones en CTNNB1 (50%), 
PIK3CA (40%), ARID1A (30%), 
KRAS (30%), PPP2R1A (16%) y 
PTEN (16%). 
Inestabilidad de microsatélites. 

Frecuentemente deriva de una 
endometriosis atípica. 
Mala respuesta a QT. 

Carcinoma de 
células claras 

(10%)  

Mutaciones en ARID1A (40-70%), 
PTEN (40%), PI3KCA (30%) y 
KRAS (30%). 
Amplificación de MET (20%). 
Inestabilidad de microsatélites. 

Puede derivar de una endome-
triosis atípica 
Baja respuesta a QT. 
Bajo índice de proliferación. 

Carcinoma 
mucinoso  

(5%) 

Mutación KRAS (50%) y TP53 
(25%). 
Amplificación o sobreexpresión 
de HER2/Neu (25%). 
Expresión citoqueratina 7 y 20. 

Pueden derivar de cistoade-
nomas borderline mucinosos. 
Baja respuesta a QT. 

2.4. Estadificación del cáncer de ovario 
Los dos sistemas usados en la estadificación del cáncer de ovario son los 

propuestos por la FIGO y el American Joint Committee of Cancer (AJCC) y se basan en 
el sistema TNM. Este sistema tiene en cuenta la extensión del tumor primario (T), el 
grado de afectación de los ganglios linfáticos (N) y la presencia de metástasis a distancia 
(M)50. Atendiendo a esos tres factores, la estadificación del CO se resume en la siguiente 
tabla (Tabla 2). Hay que tener en cuenta que la estadificación de este tipo de cáncer se 
ha de llevar a cabo tras la evaluación intraoperatoria de toda la cavidad abdominal. 



INTRODUCCIÓN 
 

 29 

Tabla 2. Estadificación del cáncer de ovario en base al sistema TNM. Adaptada de referencia50.  

Estadio Clasificación 
TNM Localización 

I 

IA T1aN0M0 
Tumor limitado a un ovario con la cápsula intacta o a 
la trompa de Falopio. No hay tumor en la superficie del 
ovario o de la trompa de Falopio ni células tumorales 
en el líquido ascítico o en los lavados peritoneales. 

IB T1bN0M0 

Tumor limitado a los dos ovarios con la cápsula intacta 
o a las trompas de Falopio. No hay tumor en la 
superficie del ovario o de la trompa de Falopio ni 
células tumorales en el líquido ascítico o en los 
lavados peritoneales. 

IC T1cN0M0 

Tumor limitado a uno o los dos ovarios o a una o las 
dos trompas de Falopio con una de las siguientes 
afectaciones: 

• IC1: derrame quirúrgico durante la operación. 
• IC2: rotura de la cápsula previa a la operación o 

presencia del tumor en la superficie ovárica o de 
la trompa de Falopio. 

• IC3: células tumorales en el líquido ascítico o en 
los lavados peritoneales.  

II IIA T2aN0M0 Extensión y/o implantes en el útero y/o trompas de 
Falopio y/u ovarios. 

IIB T2bN0M0 Extensión a otros tejidos pélvicos intraperitoneales.  

III 

IIIA 

T3aN0M0 
IIIA1: afectación de los nódulos linfáticos 
retroperitoneales (N1, comprobado histológica o 
citológicamente): 

• IIIA1(i): metástasis de hasta 1cm. 
• IIIA1(ii): metástasis de más de 1cm. 

IIIA2: afectación microscópica extrapélvica con (N1) o 
sin (N0) nódulos linfáticos retroperitoneales afectados. 

T3aN1M0 

IIIB 
T3bN0M0 

Metástasis peritoneal macroscópica fuera de la pelvis 
de hasta 2cm con (N1) o sin (N0) metástasis en los 
nódulos linfáticos retroperitoneales (incluye la 
extensión del tumor a la cápsula del hígado y del bazo 
sin afectación del parénquima de estos órganos) 

T3bN1M0 

IIIC 
T3cN0M0 

Metástasis peritoneal macroscópica fuera de la pelvis 
de más de 2cm con (N1) o sin (N0) metástasis en los 
nódulos linfáticos retroperitoneales (incluye la 
extensión del tumor a la cápsula del hígado y del bazo 
sin afectación del parénquima de estos órganos) 

T3cN1M0 

IV 
IVA 

Cualquier T, 
Cualquier N, 

M1 
Derrame pleural con citología positiva para células 
tumorales. 

IVB 
Cualquier T, 
Cualquier N, 

M1 

Metástasis parenquimatosas y en órganos extra-
abdominales (incluyendo nódulos linfáticos inguinales 
y nódulos linfáticos fuera de la cavidad abdominal) 
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2.5. Factores de riesgo en cáncer de ovario 
Existen distintos factores que incrementan el riesgo a desarrollar cáncer de ovario 

entre los que se incluyen: los factores genéticos, las condiciones ginecológicas 
benignas, la fertilidad o infertilidad, los factores hormonales y la terapia hormonal 
sustitutiva, la edad, la dieta y los hábitos personales o la raza. A continuación, se detalla 
cada uno de estos factores. 

2.5.1. Cáncer de ovario hereditario 

Múltiples factores genéticos se han asociado con un incremento en las 
posibilidades de sufrir CO. Aproximadamente el 25% de los CO son hereditarios y se 
asocian a la herencia de mutaciones en genes implicados en la reparación del 
DNA14,51,52. 

 De todas las alteraciones moleculares, las más conocidas son las mutaciones en 
línea germinal de los genes BRCA1/2. Estas mutaciones se pueden encontrar en hasta 
el 17% de las pacientes, y se asocian principalmente con el desarrollo de carcinomas 
serosos de alto grado. Las pacientes con mutaciones en estos genes suelen presentar 
una mayor supervivencia que las pacientes sin alteraciones en estos genes. 
Generalmente, las mutaciones germinales en BRCA2 se asocian con una mayor 
supervivencia global comparando con las mutaciones en BRCA1, probablemente debido 
a que estas alteraciones en BRCA2 se asocian a una mejor respuesta a los platinos14. 
Dependiendo de la localización de la mutación dentro de los genes BRCA y del tipo de 
mutación, el riesgo a desarrollar CO puede variar, así como la edad media de 
diagnóstico14. Se ha observado que las portadoras de mutaciones en BRCA1/2 
presentan una mayor probabilidad de desarrollar CO antes de los 70 años que la 
población general; un 20% en aquellas con mutaciones en BRCA2 y un 40% en aquellas 
portadoras de BRCA1, frente al 12% para la población general. Existen también otras 
mutaciones en genes implicados en la reparación del DNA que pueden aumentar el 
riesgo de padecer CO, entre los que se encuentran los genes RAD51C, RAD51D, 
BRIP1, BARD1, PALB2, CHEK2, MRE11A, RAD50, ATM y TP53. Estas alteraciones 
explican entre el 65 y el 85% de los cánceres de ovario hereditario y se asocian con el 
síndrome de cáncer de mama y ovario hereditario y el síndrome de Li-Fraumeni14,52,53. 

Existen otros síndromes hereditarios, como el síndrome de Lynch, que aumentan 
el riesgo a padecer CO. Este síndrome se caracteriza por la herencia de mutaciones 
germinales en genes implicados en la vía de reparación del DNA por apareamiento 
erróneo (MMR), como MLH1, PMS2, MSH2 o MSH6. Los pacientes con este síndrome 
suelen desarrollar CO de tipo endometrioide o de células claras a una edad más 
temprana, en torno a los 50 años, además de otro tipo de tumores como de colon o 
endometrio14,52,54. 

2.5.2. Condiciones ginecológicas benignas  

Existen distintos problemas ginecológicos como el síndrome de ovario poliquístico, 
la endometriosis o la enfermedad pélvica inflamatoria que se han estudiado por su 
posible implicación en el desarrollo de CO: 

• Síndrome de ovario poliquístico: se ha observado que este síndrome 
predispone a desarrollar cáncer de endometrio; sin embargo, su relación con 
el CO no está del todo claro. Teniendo en cuenta distintos estudios, este 
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síndrome no parece aumentar el riesgo a desarrollar CO si bien podría 
aumentar el riesgo a desarrollar tumores de ovario borderline55. 

• Endometriosis: esta enfermedad se ha asociado con el desarrollo de CO, 
especialmente de los tipos endometrioides y de células claras. Esta asociación 
se podría deber a la alta concentración de estrógenos asociada a esta 
patología, a la mutación del gen ARID1A o al hierro producido en los quistes 
del endometrio que inducirían un estrés oxidativo que podría originar 
mutaciones y carcinogénesis de los quistes ováricos56. 

• Enfermedad pélvica inflamatoria: esta enfermedad provoca una inflamación 
del endometrio, las trompas de Falopio y los ovarios. La asociación de esta 
patología y el riesgo a desarrollar CO no es clara, si bien, se ha descrito que 
esta enfermedad aumenta el riesgo a desarrollar tumores de ovario 
borderline57. 

2.5.3. Fertilidad e infertilidad 

La asociación entre el embarazo y el desarrollo de CO está muy estudiada. La 
nuliparidad se asocia con un mayor riesgo de desarrollar CO. Esto se puede explicar ya 
que durante el embarazo se produce una falta de ovulación y una menor secreción de 
gonadotropinas lo que reduce el riesgo a desarrollar CO13,58. En el caso de la infertilidad, 
ésta parece estar asociada con un incremento en el riesgo a sufrir CO. En algunos 
estudios se ha descrito que la infertilidad provocada por causas biológicas, como la 
endometriosis, aumenta el riesgo de padecer CO en mayor medida que el tratamiento 
con fármacos inductores de la ovulación59,60. Si bien, algunos estudios, sugieren que los 
tratamientos de fertilidad podrían aumentar el riesgo de desarrollar tumores 
borderline59,61.  

2.5.4. Factores hormonales y terapia hormonal sustitutiva 

En cuanto a los factores hormonales, se ha observado que los estrógenos y otras 
proteínas esteroideas, como los andrógenos, podrían promover la carcinogénesis del 
epitelio ovárico; si bien, esta relación no está bien definida62,63. En el caso de los 
estrógenos, las células tumorales de ovario inducen su crecimiento cuando son 
expuestas a estos y sus receptores están presentes en la mayoría de los tumores de 
ovarios63. Por lo que el estudio del efecto de la terapia hormonal sustitutiva (TSH), en la 
que se emplean estrógenos aislados o estrógenos combinados con progesterona, ha 
cobrado mucha importancia para tratar de definir el papel de los estrógenos en el 
desarrollo de CO. Existen controversias entre los distintos estudios, pero estos apuntan 
a que el riesgo a desarrollar CO es independiente del tipo de TSH y que podría aumentar 
cuando el tratamiento se alarga más de cinco años. En estos casos existe un mayor 
riesgo a desarrollar tumores serosos y endometrioides64. 

Los andrógenos, por su parte, incrementan la proliferación celular y reducen la 
muerte celular, por lo que podrían tener un papel en la transformación neoplásica del 
ovario. De hecho, se ha observado una sobreexpresión del receptor de andrógenos en 
tumores de ovario, esta sobreexpresión es más prevalente en los subtipos serosos 
donde podría promover el desarrollo tumoral65,66. Asimismo, se ha descrito que la 
aplicación exógena de andrógenos podría aumentar el riesgo de desarrollar CO y se 
han identificado altos niveles de andrógenos en el suero de pacientes con CO. Sin 
embargo, otros trabajos no encuentran una asociación entre los andrógenos con el 
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desarrollo de CO, por lo que serían necesarios más estudios para determinar si existe 
o no asociación entre los andrógenos y el riesgo de CO65,66. 

2.5.5. Edad 

La distribución en edad de las pacientes con CO varía dependiendo del tipo de 
tumor, de la raza y otra serie de factores. Esto se podría explicar por el fondo genético 
de las pacientes o por la exposición a diversos factores de riesgo. No obstante, la edad 
en la que se encuentra el pico máximo de incidencia a nivel global se encuentra en los 
70 años para los tumores epiteliales, en los 50 años, para los de cordones sexuales y 
en los 10-20 años para los tumores de células germinales20.  

En general, el CO es mucho más frecuente en mujeres de mayor edad. Esto se 
podría explicar teniendo en cuenta la teoría de la ovulación incesante, que, como se ha 
descrito anteriormente, postula que el riesgo a desarrollar este tipo de cáncer 
aumentaría con el número de ciclos de ovulación. En cada ciclo el epitelio ovárico ha de 
ser reparado y se ve sometido a un microambiente inflamatorio que fomentaría la 
aparición de mutaciones que favorecerían la transformación cancerosa. Por todo ello, 
una menarquia a edad temprana y una menopausia tardía aumentaría el número de 
ciclos de ovulación y con ello el riesgo a desarrollar CO67,68. Sin embargo, analizando 
los datos epidemiológicos se ha visto que la duración de la vida fértil no afecta en gran 
medida a la patogénesis de este tipo de cáncer13. 

2.5.6. Dieta y hábitos personales 

En cuanto a la dieta, la asociación de ésta con la aparición de CO no es evidente. 
En distintos estudios, se ha observado que una mayor ingesta de grasa, productos fritos 
y de nitratos de origen animal podrían contribuir a un mayor riesgo a desarrollar CO. 
Esto se podría deber a que estos compuestos promueven una mayor inflamación, lo que 
genera un mayor estrés oxidativo y una mayor posibilidad de que se produzca un daño 
en el DNA, favoreciendo la carcinogénesis. Asimismo, en el tejido adiposo de mujeres 
con obesidad se suele generar una mayor producción de estrógenos que favorecería el 
crecimiento de las células tumorales, como se ha descrito previamente69,70. 

En cuanto a los hábitos personales, el sedentarismo aumentaría el riesgo a 
desarrollar esta enfermedad71. La obesidad, por su parte, se ha asociado en distintos 
estudios con un mayor riesgo a padecer CO. Esta asociación parece ser más fuerte en 
mujeres premenopáusicas que en mujeres postmenopáusicas. Los tumores asociados 
a este factor de riesgo son de tipo no seroso o seroso de bajo grado13,72,73. La ingesta 
de alcohol no parece que aumente el riesgo a desarrollar CO ya que los estudios 
llevados a cabo no son concluyentes74,75. Sin embargo, el hábito tabáquico sí se ha 
asociado con el desarrollo de cáncer de ovario mucinoso y tumores mucinosos 
borderline. Este riesgo parece ser proporcional a la cantidad de cigarrillos consumidos 
y se mantiene hasta unos 20 años después de dejar este hábito76,77. 

2.5.7. Raza 

Algunos fondos genéticos presentes en ciertas etnias han mostrado un mayor 
riesgo a desarrollar CO. Este mayor riesgo aparece especialmente en mujeres 
descendientes de judíos, franceses, canadienses, daneses e islandeses11. Asimismo, 
los datos epidemiológicos muestran que existe un menor riesgo a desarrollar esta 
enfermedad en mujeres de raza negra78. 
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2.6. Factores de protección en cáncer de ovario 
No se conoce una manera de prevenir el desarrollo de CO; sin embargo, existen 

factores que se asocian a una menor probabilidad de sufrirlo: 
1. Paridad, embarazo y lactancia: como se ha comentado previamente, el 

embarazo ocasiona una falta de ovulación y una menor secreción de 
gonadotropinas. Todo esto en conjunto, reduce el riesgo a desarrollar CO entre 
un 30 y un 60%. Se ha visto también que cada embarazo se asocia con una 
reducción del riesgo de un 15%13,58. Además, durante la lactancia posterior al 
embarazo también se suprime la secreción de gonadotropinas lo que conduce 
a una falta de ovulación. La lactancia se ha asociado con una reducción en el 
desarrollo de tumores en el ovario especialmente cuando ésta tiene una mayor 
duración79. 

2. Anticoncepción hormonal: los datos epidemiológicos de las pasadas 
décadas mostraron una relación inversa entre el uso de anticonceptivos orales 
y el CO. El efecto protector de los anticonceptivos se incrementaba con la 
duración del tratamiento, alcanzando un 20% tras cinco años de uso. Además 
su efecto protector se mantiene años después de dejar el tratamiento13. Esta 
reducción del riesgo a sufrir CO también se observa en portadoras de 
mutaciones en los genes BRCA, que toman anticonceptivos80–82. 

3. Cirugía ginecológica: algunos procedimientos quirúrgicos podrían ayudar a 
prevenir el riesgo a desarrollar CO. Entre las mujeres con alto riesgo (como 
pueden ser las portadoras de mutaciones en los genes BRCA), la ooforectomía 
profiláctica (extirpación de los ovarios), la histerectomía (extirpación de la 
matriz y los ovarios) o la ligación tubárica reduce este riesgo entre un 30 y un 
40% especialmente de los tipos histológicos endometrioide y de células claras. 
Esta reducción del riesgo se estima que dura al menos diez años13,83. 

4. Progesterona: la progesterona puede atenuar y regular a la baja los 
mediadores inflamatorios, lo que le otorga propiedades antiproliferativas y 
antiinflamatorias. Además, es capaz de promover la respuesta inmune 
humoral. En estudios in vitro, el uso de progesterona suprime la 
tumorogenicidad e induce la muerte de células tumorales de ovario. Los datos 
epidemiológicos demuestran que mujeres expuestas a niveles más altos de 
progesterona, por un mayor número de embarazos, por ejemplo, tienen un 
menor riesgo a sufrir CO63,84,85. 

5. Antiinflamatorios no esteroideos: el uso de la aspirina se ha asociado con 
una reducción en el riesgo a desarrollar CO de hasta un 20%; no obstante, 
serían necesarios más estudios para confirmar esta relación86,87. 

6. Dieta: una mayor ingesta de frutas y verduras, así como de alimentos 
integrales y leche baja en grasa podrían reducir el riesgo a desarrollar CO, 
según algunos estudios69. Otro factor que se ha asociado con el CO es la 
vitamina D. Esta vitamina se produce mayoritariamente por la piel cuando ésta 
se expone a la radiación UV-B y la otra parte es generada a partir de la dieta. 
Se ha mostrado en algunos estudios que la vitamina D inhibe la proliferación 
de líneas celulares de CO e induce apoptosis de éstas. Sin embargo, su 
relación con el CO no se ha aclarado, si bien parece que podría prevenir el 
desarrollo de esta patología88.  

7. Hábitos personales: el hábito personal que más podría reducir el riesgo a 
sufrir CO parece ser el ejercicio físico. Este podría reducir el riesgo hasta un 
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20%, ya que la actividad física es capaz de reducir el tejido adiposo (y con ello 
los niveles de estrógenos) y la inflamación crónica89. 

2.7. Factores pronósticos del cáncer de ovario 
Los principales factores pronósticos en el cáncer de ovario se pueden clasificar en 

clínico-patológicos, inmunológicos y moleculares que se detallan a continuación. 

2.7.1. Factores clínico-patológicos 

Entre los factores pronóstico clínico-patológicos se incluyen el estadio del tumor y 
el volumen de ascitis, el grado del tumor, el subtipo histológico, el volumen de tumor 
residual tras la cirugía, y la edad y el estado general de la paciente90: 

• Estadio del tumor y ascitis: un menor estadio de la enfermedad en el 
momento del diagnóstico se asocia con una mejor respuesta y supervivencia 
a la enfermedad (Estadio I: 90%, II: 65-70%, III y IV: 20-30%). Desde un punto 
de vista clínico, un mayor estadio se relaciona con una enfermedad más 
extendida y una menor posibilidad de una cirugía citorreductora adecuada. La 
presencia de una efusión pleural maligna también se asocia con un peor 
pronóstico en estadios avanzados la enfermedad, así como la presencia de 
líquido ascítico en estadios tempranos90. 

• Grado del tumor: un mayor grado de diferenciación celular, en el que se tiene 
en cuenta la arquitectura celular, ploidia celular y la actividad mitótica, se 
asocia con una mejor supervivencia a esta enfermedad. Esto se debe a que 
las células poco diferenciadas presentan un mayor grado de mitosis 
aberrantes, lo que se asocia con un comportamiento más agresivo90. 

• Subtipo histológico: en el caso de los carcinomas serosos, los de alto grado 
son los que presentan un peor pronóstico. En estadios avanzados se ha visto 
que los carcinomas mucinosos y de células claras presentan un mal 
pronóstico90. 

• Volumen residual tras la cirugía: una mejor reducción quirúrgica del tumor 
junto con una quimioterapia adyuvante mejora la supervivencia a cinco años. 
De hecho, se ha observado que en los casos en los que el tamaño del tumor 
tras la cirugía es inferior a 1cm el pronóstico es más favorable que en aquellos 
de mayor tamaño. Asimismo, un menor tamaño antes de realizar la cirugía 
citorreductora también se asocia con una mejor superviviencia90.  

• Edad: generalmente una edad más temprana de diagnóstico se asocia con un 
mejor pronóstico en estas pacientes. De hecho, las mujeres de menos de 65 
años presentan una supervivencia media mayor, de al menos dos años, que 
las mujeres mayores de esta edad. Los tumores en las pacientes más jóvenes 
suelen ser menos invasivos y estar más diferenciados90. 

• Estado general: un mejor estado general en la salud de las pacientes confiere 
una mejor tolerancia a las distintas modalidades terapéuticas (cirugía, 
quimioterapia) y permite la adopción de tratamientos más agresivos que 
pueden mejorar el pronóstico90. 
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2.7.2. Factores inmunológicos 

El cáncer epitelial de ovario clásicamente se ha considerado un tumor poco 
inmunogénico. Sin embargo, el sistema inmune ha mostrado en ciertas situaciones tener 
un papel importante en la carcinogénesis de este tejido (regresiones espontáneas del 
tumor, mecanismos de evasión del sistema inmune por parte del tumor o respuestas 
duraderas a inhibidores de los puntos de control inmunitario). Se han descrito distintos 
factores inmunológicos con un papel en el pronóstico del CO. Por ejemplo, una mayor 
cantidad de linfocitos T infiltrantes de tumores mejora la supervivencia. Asimismo, los 
pacientes con tumores ricos en células T presentan un periodo libre de enfermedad más 
largo y una supervivencia global aumentada, mientras que aquellos que presentan 
mecanismos de evasión al sistema inmune presentan una peor supervivencia. La 
expresión de ciertos antígenos HLA, implicados en el reconocimiento de la célula 
tumoral por el sistema inmune, también se podría relacionar con el pronóstico de 
pacientes con CO. Por ejemplo, se ha observado que una mayor expresión de HLA-G y 
una menor expresión de antígenos HLA de clase I podría ayudar a las células del 
tumorales a evadir el sistema inmune, pudiendo tener un papel en el pronóstico90–92. 

2.7.3. Factores moleculares 

Los principales factores moleculares que se relacionan con el pronóstico de 
pacientes con CO son los descritos a continuación: 

• Marcador CA 125 en suero: este marcador se suele correlacionar con el 
volumen del tumor. Antes de la cirugía, en pacientes con tumores en estadio 
I, valores superiores a 65 U/ml se correlacionan con un peor pronóstico. 
Durante el tratamiento quimioterápico, valores por encima de 70 U/ml tras el 
segundo ciclo de quimioterapia se asocian con un peor pronóstico y un mayor 
riesgo de recaída en los meses siguientes al de finalización del tratamiento. 
Durante el seguimiento de las pacientes, cualquier elevación en los niveles de 
este marcador indican recurrencia en la enfermedad90,93.  

• Actividad proliferativa: el análisis de marcadores de proliferación como Ki67 
o PCNA permite medir la actividad mitótica de las células tumorales y tienen 
un valor pronóstico107. 

• Ploidia celular: aquellos tumores que presentan una aneuploidía en sus 
células y un bajo grado de diferenciación suelen presentar un peor pronóstico 
al asociarse con un mayor grado histológico (grado 3)90,93.  

• Angiogénesis: las metaloproteinasas son enzimas encargadas de la 
degradación de la matriz extracelular y que tienen un papel fundamental en la 
expansión tumoral. Se ha observado que la expresión de las 
metaloproteinasas 2 y 9 se podrían emplear como marcador predictivo de la 
recurrencia en pacientes con CO104. 

• Alteraciones en receptores tirosina quinasa: la sobreexpresión de ciertos 
receptores de factores de crecimiento, como EGFR o HER2, se ha asociado 
con un peor pronóstico. La sobreexpresión de HER2 se ha asociado en 
algunos estudios con una menor supervivencia107. 

• Alteraciones en genes de reparación del DNA: las alteraciones en los genes 
BRCA1/2 se asocian con una menor diferenciación de las células tumorales y 
con ello con un peor pronóstico de las pacientes portadoras. Estas alteraciones 
aumentan el riesgo al desarrollo de tumores a una edad más temprana, cuyas 
células presentan un defecto en la reparación por recombinación homóloga. 
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Sin embargo, este defecto hace que las células sean más sensibles a agentes 
quimioterápicos junto con inhibidores de PARP por lo que presentan un mejor 
pronóstico. Por otro lado, se han descrito mutaciones en el gen TP53 en 
práctica la totalidad de los carcinomas HGSC. Los tumores sin estas 
mutaciones suelen presentar una mayor resistencia al tratamiento con agentes 
quimioterápicos lo que se relaciona con una peor supervivencia90. 

2.8. Diagnóstico del cáncer de ovario 
El cáncer de ovario en estadios tempranos (estadios I y II) se suele presentar como 

una única masa dominante en el ovario o las trompas de Falopio. Un tercio de los casos 
de CO se detectan en estadios tempranos y tienen un pronóstico muy favorable. Sin 
embargo, los dos tercios restantes se detectan cuando la enfermedad se ha diseminado 
a otros tejidos u órganos (estadios III y IV). El aspecto más característico CO en estadios 
más avanzados es la diseminación al peritoneo. Una vez que el tumor primario se 
extiende fuera de la superficie del ovario o de la trompa de Falopio, las células tumorales 
se diseminan por el fluido intraperitoneal. Este fluido circula continuamente por la 
cavidad abdominal y transporta estas células cancerosas que se depositarán en el 
peritoneo, especialmente en la pelvis, el hígado y el intestino. La diseminación a la 
pleura también es habitual en pacientes con este tumor38,94.  

La detección en estadios más avanzados se debe a que generalmente los 
estadios tempranos de la enfermedad son asintomáticos. Los estadios más avanzados 
presentan síntomas tanto específicos como inespecíficos de este tipo de tumor95: 

• Inespecíficos: los más frecuentes son el dolor de espalda, el cansancio, el 
dolor o el aumento del tamaño abdominal, el estreñimiento y algunos 
problemas urinarios95. 

• Específicos: suelen aparecer con el progreso de la enfermedad. Los más 
frecuentes son la obstrucción intestinal o uretral o la dificultad en la 
respiración95,96. 

En la clínica, cuando una paciente llega con algún síntoma de los descritos 
anteriores y si además presenta algún factor de riesgo, se puede sospechar de un 
carcinoma ovárico y para su diagnóstico se llevan a cabo distintas pruebas: 

1. Examen físico: las pacientes con síntomas se deben someter a un examen 
físico completo incluyendo un examen recto-vaginal. Frecuentemente, 
presentan un aumento del tamaño abdominal y una masa palpable. En la zona 
pélvica, se puede detectar nodularidad o un incremento en el tamaño del 
ovario; así como ganglios inguinales o cervicales de mayor tamaño al habitual 
A nivel cardiovascular, se puede presentar taquicardia, trombosis venosa y 
edema, y a nivel pulmonar, una disminución en los sonidos respiratorios en las 
bases pulmonares94,95. 

2. Ecografía transvaginal: esta prueba permite ver la arquitectura y 
vascularización del ovario y diferenciar entre quistes y masas sólidas y 
detectar ascitis. La sensibilidad para discriminar entre lesiones benignas y 
malignas de esta prueba es muy alta por lo que tiene una gran utilidad en 
pacientes con sospecha de CO94–96.  

3. Técnicas de imagen: la tomografía computarizada o la resonancia magnética 
nuclear del tórax, el abdomen y la pelvis se emplean para detectar metástasis 
peritoneales94,95.  
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4. Análisis de marcadores tumorales en sangre periférica: el antígeno CA 
125 es el biomarcador más empleado. Este antígeno aparece elevado en el 
80% de los carcinomas epiteliales de ovario, pero solo en el 50% de los que 
se encuentran en estadios iniciales. No obstante, este antígeno puede 
aparecer elevado en condiciones benignas como la endometriosis o los 
fibromas por lo que su utilidad es limitada. Habitualmente, se emplea este 
biomarcador junto al antígeno CA 19-9 y al antígeno carcinoembrionario CEA. 
En la actualidad se están estudiando otros biomarcadores séricos como la 
proteína del epidídimo humano (HE4), una glicoproteína que se expresa en un 
tercio de los CO negativos para CA 125. Esta proteína se está utilizando para 
evaluar la progresión y recurrencia de la enfermedad. Para la detección de 
carcinomas no epiteliales de ovario se suele emplear la inhibina A/B como 
biomarcador de tumores de células de los cordones sexuales o estromales y 
la cuantificación de la α-fetoproteína del suero y de la gonadotropina humana 
coriónica como biomarcador de tumores de células germinales94,95. 

2.9. Caracterización molecular del cáncer de ovario 
Durante los últimos años, distintos estudios, como el proyecto Atlas del Genoma 

del Cáncer (TCGA, de sus siglas en inglés The Cancer Genome Atlas), han analizado 
los perfiles moleculares (DNA, RNA mensajero, proteínas y epigenética) de distintos 
tipos de cáncer, incluido el cáncer de ovario. Estos estudios han permitido avanzar en 
el conocimiento que se dispone de estas neoplasias14,97,98. 

Los estudios genómicos en CO han empleado dos aproximaciones: los estudios 
de secuenciación del exoma completo (WES) y los estudios de secuenciación del 
genoma completo (WGS). Los estudios WES se basan en la secuenciación de las 
regiones codificantes mientras que en los estudios de WGS se secuencian tanto las 
regiones codificantes como no codificantes del genoma. Mediante estos estudios 
genómicos se encontró que los carcinomas serosos de alto grado presentan mutaciones 
en el gen TP53 en la práctica totalidad de los casos (96%) y mutaciones germinales en 
el 8% de los casos en BRCA1 y en el 9% de los casos en BRCA2. Asimismo, se 
identificaron mutaciones recurrentes en el 2-6% de los casos en los genes RB1, NF1, 
FAT3, CSMD3, GABRA6 y CDK12, alteraciones en el número de copias de 113 genes, 
entre los que se encuentra CCNE1 y MYC y cambios en los patrones de metilación de 
la región promotora de múltiples genes. El análisis integrativo de estas alteraciones 
genéticas ha permitido identificar vías de señalización alteradas de manera recurrente, 
como la vía de PI3K/AKT/mTOR, de MAPK/ERK, de histonas metiltransferasas o de 
reparación del DNA. En concreto, se ha observado una alteración en la vía de reparación 
del DNA por recombinación homóloga (HRR) en el 50% de los casos, así como la 
amplificación o ganancia del gen CCNE1 en el 20% de los casos, que se asocia con una 
interrupción de esta vía de reparación y un peor pronóstico14,97,98. 

Por otra parte, los estudios transcriptómicos de CO empleando microarrays y la 
secuenciación del RNA (RNA-seq) han permitido identificar distintos subtipos 
moleculares de CO, así como biomarcadores para la detección de este tipo de tumor 
(PAX8, CDH1, FOXA2, IGFBP-4). Además, han aportado gran información sobre los 
mecanismos de desarrollo de resistencias al tratamiento quimioterápico estándar94,95. 

Teniendo en cuenta todos estos estudios, los tumores de ovario presentan 
alteraciones en múltiples vías de señalización, si bien las alteraciones más recurrentes 
son aquellas implicadas en vías de reparación del DNA y las rutas MAPK/ERK, 
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mTOR/PI3K/AKT y Wnt/β-catenina. Asimismo, las alteraciones genéticas en los 
receptores ErbB, como HER2, son frecuentes en este tipo de cáncer así como 
alteraciones epigenéticas14,97.  

2.9.1. Alteraciones de las vías de reparación del DNA 

El material genético se ve sometido a distintos tipos de estrés ocasionados tanto 
por factores endógenos propios de la célula como exógenos que pueden ocasionar 
daños en éste. Los radicales libres de oxígeno y de nitrógeno resultado de los procesos 
metabólicos son altamente reactivos y pueden alterar las bases nitrogenadas del DNA. 
La luz ultravioleta, distintos tipos de radiación, las aminas aromáticas, así como ciertos 
metales o fármacos, pueden generar directa o indirectamente daños en el DNA. Las 
alteraciones en el DNA pueden ser de distintos tipos: modificaciones de las bases 
nitrogenadas, entrecruzamientos, roturas de cadena simple (SSB) o roturas de doble 
cadena (DSB) (Figura 5). Las células presentan múltiples vías de señalización para 
reparar este daño, ya que una acumulación de daño en el material genético puede 
generar reordenamientos cromosómicos, mutaciones, la pérdida de material genético y 
todo ello puede conducir a la muerte de la célula. Todas estas vías están controladas 
por múltiples proteínas, entre las que se incluye la proteína p53. En los tumores de 
ovario, se han identificado alteraciones recurrentes en el gen TP53, así como en todas 
las vías de reparación del DNA, que se explican en mayor detalle a continuación99–101. 

El gen TP53 es un gen supresor de tumores que codifica la proteína p53. Cuando 
se genera un daño en el DNA, esta proteína se activa y regula la transcripción de 
distintos genes claves en el mantenimiento de la integridad genómica. Entre sus 
funciones está el control del ciclo celular o de los procesos de senescencia celular, 
autofagia, apoptosis y reparación del DNA. La alteración genética más frecuente en CO 
es la mutación de TP53. De hecho, se han identificado mutaciones patogénicas en el 
97% de los casos de HGSC, siendo más frecuentes las mutaciones de cambio de 
sentido (missense) en las regiones que codifican los dominios de unión al DNA de p53. 
Estas mutaciones aparecen en estadios tempranos de la enfermedad y se consideran 
mutaciones driver en la carcinogénesis del ovario, tras las cuales se darían pérdidas de 
heterocigosidad de los cromosomas que contienen tanto TP53, como BRCA1 y BRCA2. 
Además, existen polimorfismos en TP53 que modifican el riesgo a desarrollar CO102–104. 

 

Figura 5. Principales causas del daño en el DNA y daño generado en el mismo. Creado con la 
herramienta Biorender. 
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La vía de reparación directa es la encargada de reparar el DNA tras la exposición 
a distintos carcinógenos que generan una metilación de las bases nitrogenadas timina 
y guanina. Una de las principales enzimas encargadas de esta reparación es la O6-
metilguanina DNA metiltransferasa (MGMT) que elimina los grupos metilo de la guanina. 
En CO, se ha visto que la metilación del promotor del gen MGMT tiene un papel en el 
inicio de la carcinogénesis y se asocia a ciertos tipos patológicos (carcinomas no 
serosos)101,105. 

La reparación por escisión de bases (BER) se encarga de eliminar pequeñas 
lesiones en las bases y reparar SSBs. La implicación de defectos en la vía de reparación 
BER que se asocien con el CO no está bien definido, por la dificultad de estudiar esta 
vía de reparación independientemente a otras. Si bien, se han identificado polimorfismos 
en componentes de esta vía, como en la glicosidasa OGG1, que incrementan el riesgo 
a desarrollar este tipo de cáncer. Una alta expresión nuclear de la proteína APE1 
también se ha asociado con el desarrollo de HGSC y se correlaciona con una peor 
supervivencia global y con una mayor resistencia a la terapia con platinos99–101. 

La reparación por escisión de nucleótidos (NER) se encarga de reparar 
lesiones voluminosas, distorsiones en la hélice y grandes aductos de DNA cuando solo 
una de las dos hebras está afectada. Esta vía es clave en las células tumorales para la 
reparación del daño generado tras el tratamiento quimioterápico con platinos, por lo que 
los defectos en NER se suelen asociar con una mejor supervivencia y periodo libre de 
enfermedad en pacientes con CO. Se estima que el 8% de los tumores HGSC presentan 
alteraciones en los genes que codifican las proteínas implicadas en esta ruta99–101.  

La reparación por apareamiento erróneo (MMR) se encarga de eliminar las 
bases desapareadas ayudando a mantener la estabilidad genómica. El defecto en la vía 
de reparación MMR, especialmente en las proteínas MLH1 y MSH6, se asocia con el 
síndrome de Lynch, un síndrome autosómico dominante que predispone a cáncer de 
colon, de endometrio y de ovario. Este síndrome, como se describió previamente, 
confiere entre un 10 y un 15% de riesgo de desarrollar CO de bajo grado o de células 
claras a edades tempranas. En CO esporádico también se han detectado alteraciones 
de esta vía, donde las regiones promotoras de los genes que codifican las proteínas de 
esta vía aparecen metiladas, lo que conduce al silenciamiento de estos genes99–101. 

Las DSBs pueden ser reparadas por dos vías: la de recombinación homóloga y la 
de unión de extremos no homólogos. Dada la relevancia de estas dos rutas a lo largo 
de este trabajo, a continuación, se describen en detalle ambas rutas y su alteración en 
CO. 

2.9.1.1. Reparación del DNA por recombinación homóloga (HRR) 

La recombinación homóloga es un mecanismo de reparación de DSBs muy 
conservado que tiene lugar durante las fases S y G2 del ciclo celular, ya que utiliza la 
cromátida hermana como molde para reparar la lesión. Cuando se detecta una rotura a, 
el complejo MRN constituido por Mre11, Rad50 y Nsb1 se une a ambos lados de la DSB 
y activa las quinasas que controlan los puntos de control del ciclo celular, deteniéndolo, 
y reclutando un mayor número de proteínas de reparación del DNA, entre las que se 
encuentra BRCA1. Este complejo además genera DNA de cadena sencilla junto a la 
rotura, gracias a la actividad exonucleasa de Mre11, que se requiere para el inicio de la 
recombinación. El DNA de cadena sencilla se extiende más allá del punto de rotura 
original. La proteína RPA junto con otras proteínas como BRCA2 o γH2AX se encarga 
de recubrir y proteger la cadena de DNA sencilla generada y esto permite que Rad51 
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se una al extremo 3’ de este DNA de cadena sencilla. En este momento Rad51 sintetiza 
en presencia de ATP un filamento nucleoproteíco que busca un área de homología de 
esta cadena de DNA sencilla en la cromátida hermana. Cuando se encuentra un área 
de homología, este DNA de cadena sencilla invade la cromátida hermana por la región 
de homología (sinapsis) gracias a la actividad de Rad51. Se genera así un dúplex entre 
el DNA de cadena sencilla y el DNA homólogo de la cromátida hermana. Este dúplex se 
irá extendiendo a medida que se va leyendo y una DNA polimerasa va sintetizando el 
DNA tomando como molde la información de la cromátida hermana. Finalmente, se 
forma una estructura de cadenas entrecruzadas (uniones Holliday) que son resueltas 
por resolvasas (enzimas con actividad endonucleasa), reparándose el daño en el DNA 
(Figura 6)99–101,106,107.  

En el proceso global de HRR participan al 
menos 40 proteínas. Se estima que el 50% de los CO 
presentan mutaciones somáticas, en línea germinal o 
modificaciones epigenéticas en genes que alteran la 
expresión y la función de las proteínas implicadas en 
esta vía de reparación, produciéndose una deficiencia 
en la misma108. Un ejemplo son las alteraciones en la 
proteína ATM, proteína encargada de fosforilar y 
activar a BRCA1 y a Rad51. En HGSC, se han 
descrito mutaciones en el gen ATM en el 2% de las 
pacientes que se asocian con resistencias al 
tratamiento con platinos100. Asimismo, en casos de 
CO hereditario se han descrito mutaciones que 
alteran la función de las proteínas RPA, BRCA1, 
BRCA2 y del complejo MRN100. Aproximadamente el 
20% de los carcinomas HGSC presentan mutaciones 
en BRCA1/2, tal como se indicó anteriormente100. Otro 
ejemplo, es el oncogén EMSY que puede silenciar el 
dominio de activación de BRCA2. Este gen se ha visto 
sobreexpresado en el 20% de los tumores HGSC100. 
Por último, se ha descrito que la región promotora del 
gen RAD51 aparece hipermetilada en el 3% de los 
pacientes con HGSC, lo que conduce a una 
deficiencia en la HRR ya que la hebra de DNA de 
cadena sencilla no puede invadir la cromátida 
hermana100. 

 

2.9.1.2. Reparación del DNA por la unión de extremos no homólogos 
(NHEJ) 

La reparación del DNA por la unión de extremos no homólogos, la otra vía principal 
de reparación de DSBs, permite unir cadenas por los extremos de la rotura sin 
necesidad de una secuencia complementaria. Esta vía es muy eficiente y rápida para la 
reparación de DSBs; sin embargo, puede darse una pérdida de nucleótidos a ambos 
lados de la rotura o una alteración de la secuencia de pares de bases en el punto de 
rotura. En general, esta pérdida o alteración no es crítica para la célula, puesto que el 
genoma es rico en secuencias repetitivas; sin embargo, tanto defectos como exceso en 
esta ruta de reparación pueden provocar inestabilidad genómica. La reparación por 

Figura 6. Esquema del proceso de 
reparación por recombinación 
homóloga, en el que se resumen 
las fases de este y las principales 
proteínas implicadas en el mismo. 
Adaptado de referencia103. 
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NHEJ puede tener lugar en todas las fases del ciclo celular, si bien presenta una baja 
actividad en las fases S y G299–101,109. 

La vía clásica de reparación por NHEJ requiere de la actividad de distintas 
proteínas: quinasas dependientes de DNA (DNA-PKs), Ku70, Ku80, la nucleasa 
Artemis, la DNA ligasa IV, la proteína XRCC4 y la proteína XLF. Cuando se detecta la 
rotura, el heterodímero de Ku70 y Ku80 se une a la rotura con una alta afinidad, 
protegiendo el DNA de la acción de las exonucleasas, y recluta DNA-PKs asociándose 
al dominio catalítico de éstas. Este heterodímero además permite el acoplamiento de 
otras proteínas requeridas para esta vía de reparación. Si los extremos del DNA de la 
rotura no son compatibles, se deben recortar los fragmentos de DNA de cadena sencilla, 
esto es llevado a cabo por nucleasas y DNA polimerasas, como Artemis. Una vez que 
los extremos son compatibles, se lleva a cabo la ligación gracias a un complejo 
constituido por XRCC4, XLF y la DNA ligasa IV. Este complejo genera un filamento que 
une los extremos y promueve la ligación eficiente (Figura 7)99–101,109.  

La vía alternativa de reparación por NHEJ está menos caracterizada. Esta ruta 
se activa cuando los mecanismos de HRR y NHEJ están inhibidos y se puede activar a 
lo largo de todo el ciclo celular, si bien es más lenta que la vía clásica. La vía alternativa 
es independiente del heterodímero formado por Ku70 y Ku80 y emplea regiones de 
microhomologías distantes al punto de rotura, por lo que se asocia con la pérdida de 
material genético y es altamente mutagénico. Las proteínas claves en esta vía son 
PARP1, la DNA ligasa III y XRCC1 y se cree que este proceso se ve promovido por la 
DNA polimerasa Θ. Durante este proceso, PARP1 reconoce la rotura de doble cadena 
y se une al DNA compitiendo con Ku70/80. XRCC1 y la DNA ligasa III forman un 
complejo que se encarga de ligar las roturas de doble cadena (Figura 7)99–101,110. 

En CO, la vía de reparación NHEJ está alterada en hasta el 50% de los tumores 
independientemente de la vía de reparación HR y parece conferir resistencia a los 
inhibidores de PARP. La desregulación de esta ruta se debe a alteraciones moleculares 
en los genes que codifican las proteínas implicadas en la misma, tanto en línea germinal 
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Figura 7. Esquema que resume el proceso de reparación del DNA por NHEJ, y las principales 
proteínas implicadas en el mismo. Adaptado de referencia104. 
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como somática100. Por ejemplo, se ha descrito una alta expresión de DNA-PKs en HGSC 
que se correlaciona con un estadio avanzado de la enfermedad, así como con un alto 
grado, una peor supervivencia y una reducida sensibilidad a los platinos100. Además, 
existen polimorfismos de nucleótido único en la DNA ligasa IV que se han asociado con 
un mayor riesgo a desarrollar CO. Estas variantes provocarían una pérdida de la 
funcionalidad de esta proteína que conduciría a una disfunción de esta vía y a una 
hipersensibilidad al daño100. Otro ejemplo lo podemos encontrar en la DNA polimerasa 
Θ que promueve la reparación por la vía alternativa de NHEJ. Se ha identificado un 
incremento en la expresión de esta polimerasa en carcinomas serosos de ovario100. 
Asimismo, existen polimorfismos en el gen XRCC1 que se asocian con un peor 
pronóstico y una mayor resistencia al tratamiento con platinos. De hecho, se ha visto 
que tumores con una sobreexpresión de este gen muestran mayor resistencia a platinos, 
un mayor riesgo a la progresión tumoral y una menor supervivencia100.  

2.9.2. Alteraciones de la vía de Wnt/β-catenina 

La vía de Wnt/β-catenina regula la proliferación celular, la polaridad, la 
supervivencia y la diferenciación de las células madre en la homeostasis de los tejidos 
embrionarios y adultos. Esta ruta está altamente regulada y una señalización alterada 
se ha asociado con el desarrollo de distintas enfermedades, entre las que se incluye el 
cáncer111,112.  

En ausencia de un ligando de Wnt, la proteína β-catenina se degrada por un 
complejo que contiene distintas proteínas como APC, CK1, GSK3β, PP2A o AXIN1/2. 
Este complejo se une y fosforila a la β-catenina en residuos específicos de serina y 
treonina, marcando a esta proteína para la ubiquitinación y su degradación por el 
proteosoma. Cuando aparecen ligandos de Wnt, la coactivación de Frizzled y LPR5/6 
evita la formación del complejo de destrucción de la β-catenina. Esta proteína se 
transloca del citoplasma al núcleo e interacciona con ciertos factores de transcripción, 
modulando la expresión de genes diana de Wnt (Figura 8)111,112.  

Figura 8. Esquema de la vía de señalización de Wnt/β-catenina. Creado con la herramienta 
Biorender. 
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 El papel de esta vía de señalización en el mantenimiento de las células madre 
tumorales, la metástasis y la quimiorresistencia se ha descrito en todos los subtipos de 
cáncer de ovario epitelial. Además, distintos estudios apuntan a que esta vía está 
involucrada en la angiogénesis de los tumores ováricos, así como en la evasión del 
sistema inmune de estos tumores111,112.  

La alteración genética más habitual en esta vía se da en el gen CTNNB1, que 
codifica la β-catenina. Estas mutaciones generan una hiperactivación de esta vía y 
suelen afectar al dominio aminoterminal de la β-catenina, que es el que se fosforila para 
marcar la proteína para su degradación, por lo que esta proteína se acumula en el núcleo 
y aumenta la transcripción génica. Estas mutaciones son especialmente frecuentes en 
los carcinomas endometrioides, apareciendo en el 50% de los casos, y aparecen en 
algunos casos de carcinoma mucinoso. Asimismo, se han observado mutaciones en los 
genes que codifican proteínas del complejo de destrucción de la β-catenina, como APC, 
AXIN o GSK3β, en carcinomas de ovario. Estas alteraciones reducen la actividad de las 
proteínas que forman este complejo. En HGSC se ha identificado una mayor actividad 
de la β-catenina, si bien los mecanismos que conducen a esta hiperactivación no están 
bien definidos. En general, se atribuye a una expresión anormal o la activación de 
componentes reguladores de esta vía. De hecho, la sobreexpresión de distintos ligandos 
de esta vía, como R-Spondin 1, Wnt-1, Wnt-5A y Wnt-7A, se han asociado con un peor 
pronóstico y supervivencia de los pacientes con CO. Asimismo, se ha descrito una 
expresión a la baja de algunos inhibidores de esta vía, como DKK1/2, por mecanismos 
epigenéticos y su menor expresión se correlaciona con el estadio del tumor. Existen 
además múltiples microRNAs alterados en tumores de ovario que modifican la expresión 
de proteínas de la vía, como el miR939 cuya expresión está incrementada en algunos 
pacientes e inhibe la expresión de la proteína APC y con ello activa esta vía111,112. 

2.9.3. Alteraciones de la vía de MAPK/ERK 

La vía de señalización canónica de MAPK, también denominada Ras-Raf-MEK-
ERK, se activa cuando se une una señal extracelular a receptores de membrana, por 
ejemplo, EGFR. Dicha unión activa la GTPasa Ras que, a su vez, activa una serie de 
quinasas. Esta vía de señalización está compuesta por distintas quinasas que actúan a 
distintos niveles (Figura 9)113: 

• En el primer nivel se encuentran las quinasas de la familia de Raf: A-RAF, B-
RAF y RAF-1/C-RAF113. 

• En el segundo nivel se encuentra la familia de quinasas de MEK: MEK1 y 
MEK2113. 

• En el último nivel se encuentran la familia de quinasas ERK: ERK1 y ERK2, 
que son los efectores finales de la ruta de MAPK. La fosforilación de ERK 
conduce a la activación de múltiples sustratos. La localización celular de ERK 
determina las dianas que se activarán y con ello el efecto a nivel celular. 
Cuando se encuentra en el citoplasma, ERK fosforila proteínas del 
citoesqueleto implicadas en el movimiento y el tráfico celular, así como con el 
metabolismo, la adhesión y la regulación de otras vías de señalización. Entre 
los ligandos citoplasmáticos se encuentra la quinasa S6 o la quinasa GSK3. 
Poco después de la activación de la vía, ERK se transloca al núcleo donde 
regula la transcripción, fosforilando y activando distintos factores de 
transcripción que promueven la progresión del ciclo celular113. 
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En CO, las alteraciones en los genes BRAF y KRAS son frecuentes. El gen 
KRAS aparece alterado frecuentemente en cáncer. La mayoría de las mutaciones que 
se dan en este gen tienen lugar en los codones 12,13 o 61, que conducen a una 
activación constitutiva de la actividad GTPasa de las proteínas Ras y a una estimulación 
del crecimiento celular. Las mutaciones en KRAS en tumores mucinosos de ovario, en 
carcinomas serosos de bajo grado y en tumores serosos borderline son frecuentes, 
estando presentes en aproximadamente el 50% de los tumores mucinosos. Estas 
mutaciones suelen ser puntuales y aparecen en los codones 12 o 13. Se han identificado 
también mutaciones en un 10% de los casos de carcinomas endometrioides, así como 
en carcinomas de células claras. El gen BRAF, que codifica una proteína perteneciente 
a la familia Raf, también aparece frecuentemente mutado en cáncer. En CO, se han 
identificado mutaciones puntuales en este gen en el 6% de los tumores. La mutación 
más frecuente en este gen se da en el codón 600 que da lugar a un cambio del 
aminoácido valina por ácido glutámico (p.V600E). Esta mutación genera una 
sobreactivación de la vía MAPK-ERK. Las mutaciones de BRAF son frecuentes en 
tumores borderline serosos (20-70%), así como en carcinomas serosos de bajo grado, 
y aparecen con mucha menor frecuencia en carcinomas de células claras, mucinosos y 
endometrioides. Asimismo, se han identificado amplificaciones y sobreexpresión de este 
gen en torno al 10% de los HGSC113,114.  

2.9.4. Alteraciones de la vía de PI3K/AKT/mTOR 

La vía de señalización PI3K/AKT/mTOR presenta un papel clave en la regulación 
de la supervivencia celular, el crecimiento, la proliferación, la angiogénesis, la 
transcripción y traducción y el metabolismo. Esta vía responde a distintas señales como 
factores de crecimiento (EGF, TGF u otros), receptores tirosina quinasa (EGFR, HER2), 
receptores de membrana como Met o a la vía de señalización de MAPK/ERK115,116.  

Las proteínas PI3K son heterodímeros compuestos por una subunidad catalítica y 
una subunidad reguladora. Existen 3 clases de proteínas PI3K (I, II y III), que difieren en 

Figura 9.. Esquema de la vía de señalización de MAPK. Creado con la herramienta Biorender. 
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las subunidades que las componen; sin embargo, en los tres tipos tras la unión a 
residuos de fosfotirosina de los factores de crecimiento o de adaptadores se produce la 
activación de la subunidad catalítica y la fosforilación de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 
(PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). El complejo PI3K se recluta así a la 
membrana plasmática y activa la quinasa PDK1 que fosforila a Akt, activándola. El PIP3 
permanecerá en la membrana hasta que se desfosforile por fosfotasas como PTEN. Akt 
es una treonina serina quinasa que regula distintas dianas que controlan la 
supervivencia celular, la progresión del ciclo celular y procesos metabólicos. Una diana 
de Akt es mTOR, que está compuesto por los complejos mTORC1 y mTORC2. Akt 
activa mTORC1 directamente fosforilándolo, o indirectamente fosforilando el complejo 
TSC2 (bloqueando así su actividad inhibidora sobre este complejo). Cuando mTOR está 
activo fosforila a sus efectores como la quinasa S6 o el factor de iniciación de la 
traducción 4E-BP1 que promueven la angiogénesis y el progreso por el ciclo 
celular115,116. 

Existen distintos reguladores endógenos de esta vía, entre los que destaca las 
proteínas PTEN y INPP4B. PTEN actúa desfosforilando PIP3 a PIP2, mientras que 
INPP4B desfosforila PIP2 a fosfatidilinositol. Además, la subunidad reguladora de PI3K 
tiene una función supresora de tumores, ya que se une, estabiliza e inhibe la subunidad 
catalítica de esta proteína115,116. 

En la mayoría de los procesos carcinogénicos se produce una alteración de esta 
vía de señalización, incluido el ovárico. En este tipo de tumor, está frecuentemente 
activada (en el 70% de los casos), especialmente en los carcinomas de células claras y 
endometrioides. La activación se puede dar a través de distintos mecanismos115,116: 

• Activación aguas arriba de la ruta. 
• Mutaciones o amplificaciones de ganancia de función en la subunidad 

catalítica de PI3K: este tipo de alteraciones se ha identificado en más del 20% 
de los casos de CO, especialmente en los carcinomas de células claras y 
endometrioides. Estas alteraciones se suelen asociar a una menor 
supervivencia en estos pacientes115,116. 

• Mutaciones en la subunidad reguladora PIK3: estas mutaciones son menos 
frecuentes, si bien se han identificado en un 4% de los casos de CO115,116. 

• Mutaciones o amplificaciones en alguno de los genes que codifican las tres 
isoformas de Akt: las mutaciones en las isoformas de AKT se han detectado 
en el 3-5% de los casos de CO. 

• Mutaciones de pérdida de función o pérdida de INPP4B: la pérdida del gen 
INPP4B se ha detectado en un alto número de casos de CO (40%) y se ha 
asociado con una peor supervivencia global115,116. 

• Pérdida de PTEN por mutaciones de pérdida de función, deleciones 
homocigotas o hipermetilación de la región promotora del gen: la pérdida del 
gen supresor de tumores PTEN es muy frecuente en tumores endometrioides 
y también se da en un porcentaje de carcinomas serosos. Se ha demostrado 
que esta alteración se suele dar en estadios tempranos de la carcinogénesis. 
Además, se han identificados microRNAs, como el miR214, que suprimen la 
actividad de PTEN115,116. 



INTRODUCCIÓN 
 

 46 

2.9.5. Alteraciones de los receptores de la familia ErbB 

La familia de receptores tirosina quinasa ErbB está constituida por cuatro 
miembros: el receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR), HER2, HER3 y HER4. 
Estos receptores se encuentran en la membrana plasmática como monómeros siempre 
y cuando estén inactivos. A excepción de HER2, los ligandos se unen a estos receptores 
y éstos forman homo- o heterodímeros con otros receptores de la familia, especialmente 
con HER2 ya que este receptor tiene una gran actividad quinasa y se encuentra en una 
forma activada. Los ligandos de estos receptores se pueden dividir atendiendo a la 
especificidad por los distintos receptores: los que se unen específicamente a EGFR 
(como EGF y TGF), los que tienen especificidad por EGFR y HER4 y los que presentan 
especificidad por HER3 y HER4. Una vez que se ha producido la dimerización, estos 
receptores son capaces de activar múltiples vías de señalización aguas abajo, como la 
vía MAPK/ERK o la vía mTOR/PI3K/AKT, descritas anteriormente, que regulan la 
proliferación, la diferenciación, la angiogénesis, la supervivencia y el metabolismo 
celular117. 

La familia de receptores de la familia de ErbB se ha asociado con la progresión de 
distintos tipos de cáncer. En CO, la amplificación y/o sobreexpresión de los receptores 
EGFR, HER2 y HER3 se ha asociado con la progresión y el pronóstico de esta 
enfermedad117:  

• EGFR: este receptor generalmente se expresa débilmente en los ovarios; sin 
embargo, se ha encontrado en múltiples estudios altamente expresado en 
carcinomas de este tejido. En estudios inmunohistoquímicos, se ha 
identificado una expresión incrementada de este receptor entre el 30 y el 70% 
de los tumores. Esta sobreexpresión se asocia con un bajo periodo libre de 
enfermedad, un grado tumoral avanzado, una mayor masa tumoral residual y 
una proliferación elevada. Asimismo, se ha sugerido que una expresión 
elevada en el estroma del tumor se asocia con una enfermedad más agresiva 
y la sobreexpresión en fibroblastos se correlaciona con una mayor capacidad 
de crecimiento y de migración de las células tumorales del ovario117. 

• HER2: este receptor aparece sobreexpresado, principalmente por 
amplificaciones del gen HER2/Neu, en aproximadamente el 6-30% de los 
pacientes con carcinoma de ovario y se asocia con un mal pronóstico. Esta 
mayor expresión se da principalmente en los carcinomas mucinosos (19%) y 
de células claras (14%), siendo mucho menos frecuentes en tumores 
endometrioides (2%) y serosos (3%)117. 

• HER3: este receptor carece de actividad tirosina quinasa y ha de ser 
fosforilada por otros receptores de la familia. HER3 aparece más 
frecuentemente expresado que EGFR y HER2 en tumores de ovario, si bien 
su expresión suele darse en lesiones iniciales o tumores borderline. Distintos 
estudios, han asociado una mayor expresión de este receptor con una peor 
supervivencia en estos pacientes y con resistencias al tratamiento117. 

• HER4: su papel en CO no está claro, si bien en algunos estudios se ha 
encontrado una correlación entre la expresión de este receptor y la aparición 
de resistencias al tratamiento quimioterápico117. 
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2.9.6. Alteraciones de la autofagia 

La autofagia es una vía intracelular clave para la degradación y reciclaje de 
macromoléculas (proteínas, lípidos o nucleótidos), orgánulos dañados o patógenos 
intracelulares. Este proceso es complejo y está altamente regulado, siendo importante 
para el desarrollo y la diferenciación celular. Su desregulación se ha asociado con 
distintas patologías como el cáncer, las enfermedades neurodegenerativas o 
desórdenes metabólicos. Este proceso está altamente relacionado con distintas vías de 
señalización como la de PI3K/Akt/mTOR y MAPK/ERK118–121. 

Hasta el momento se han descrito tres tipos de autofagia en eucariotas que se 
distinguen en la forma en que se libera el material citoplasmático a degradar a los 
lisosomas118–120:  

• Macroautofagia: la membrana del autofagosoma se genera a partir del 
retículo endoplasmático y rodea el material a degradar, tras lo cual se fusiona 
con un lisosoma para la digestión de su contenido. En este trabajo, se 
empleará el término autofagia para referirnos a este tipo de autofagia puesto 
que es el más frecuente118–120. 

• Microautofagia: en este caso, se produce una fagocitosis directa por parte del 
lisosoma de las proteínas a degradar118–120. 

• Autofagia mediada por chaperonas: en este tipo de autofagia, las proteínas 
a degradar se unen a las chaperonas celulares tras lo cual se liberan al 
lisosoma para su degradación118–120. 

La autofagia consiste en la generación de una vesícula de doble membrana 
(autofagosoma) que rodea porciones del citoplasma. Posteriormente, el autofagosoma 
se fusionará con el lisosoma, generándose el autofagolisosoma, cuyo interior será 
degradado por hidrolasas lisosomales. El proceso se puede dividir en tres etapas 
(Figura 10)118,120,121: 

1. Inducción del fagoporo: el inicio de la formación del autofagosoma depende 
principalmente del complejo ULK1. La actividad de este complejo está 
regulada negativamente por mTORC1 y se ve activada por AMPK. Cuando 
este complejo se activa, se transloca al retículo endoplasmático y se asocia 
con Beclin-1 y VMP1. Esto favorece la actividad de un complejo con actividad 
PI3K compuesto por ATG14L, AMBRA1, VPS15, Beclin-1 y VPS34 (PI3K de 
clase III) que forma la membrana del fagoporo, generándose PIP3118–124. 

2. Elongación del fagoporo: para la elongación del fagoporo se requieren dos 
pasos de conjugación de tipo ubiquitina. El primero de ellos genera la 
conjugación de ATG12 a ATG5, catalizada por ATG7 y ATG10. El conjugado 
ATG5-ATG12 forma entonces un complejo multiproteico con ATG16L1. El 
segundo de ellos está mediado por ATG3 y ATG7 que, junto con el complejo 
ATG5-ATG12-ATG16L1, son responsables de la modificación de LC3B con 
fosfatidiletanolamina (PE). LC3B es liberado previamente gracias a la actividad 
de ATG4. LC3B conjugado con PE (LC3-II) se incorpora a la membrana interna 
del autofagosoma. El complejo ATG9 también participa en la extensión de la 
membrana del fagoporo118–124.  
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3. Maduración del autofagosoma y degradación del material celular: los 
autofagosomas se fusionan con lisosomas o con endosomas tardíos que luego 
se fusionarán con el lisosoma. La membrana del autofagosoma, durante la 
maduración, incorpora proteínas de la membrana lisosomal como LAMP1, 
LAMP2 y V-ATPasa que acidifican el lumen de este. La fusión también 
proporcionará enzimas hidrolíticas al autofagosoma. Tras esta fusión, se 
producirá la digestión de la carga autofágica por las distintas hidrolasas 
lisosomales118–124.  

La autofagia presenta un papel dual en procesos carcinogénicos, puesto que 
puede actuar con una función citotóxica o citoprotectora. En general, niveles bajos de 
autofagia contribuyen a la proliferación celular y se suelen detectar en estadios 
tempranos de la enfermedad mientras que niveles elevados favorecen la supervivencia 
celular en situaciones de estrés metabólico y suelen aparecer en estadios más 
avanzados de la enfermedad. En el caso de la carcinogénesis ovárica, se han detectado 
alteraciones en este proceso que podrían relacionarse con la patogénesis así como con 
la resistencia a los tratamientos quimioterápicos y las recidivas119,121,125,126: 

• Generalmente los tumores ováricos agresivos, poco diferenciados y en 
estadios III y IV presentan niveles bajos de la proteína LC3, lo que es indicativo 
de que los autofagosomas no se acumulan en estos tumores y que el proceso 
autofágico está activo119,126. 

• Se ha encontrado la deleción del gen que codifica la proteína Beclin-1 en el 
40-75% de los casos de CO esporádico. Además, se ha descrito expresión 
regulada a la baja de este gen en tumores ováricos comparado con su 
expresión en lesiones benignas, indicativo de una activación de la autofagia 
en procesos carcinogénicos. Asimismo, las pacientes con una mayor 
expresión de Beclin-1 presentan una mayor supervivencia119,126. 

• Se ha observado que una alta expresión de la proteína LC3 y de Beclin-1 se 
relaciona con una buena respuesta quimioterápica en las pacientes126. 

• Durante el proceso de autofagia la proteína p62 se une a LC3 para la 
degradación de agregados proteicos ubiquitinados por el autofagosoma. Por 
lo que un descenso en los niveles de esta proteína se asocia con una inducción 
proceso autofágico. En tejido tumoral se ha observado una elevada expresión 
de p62 y se asocia con estadios avanzados, la presencia de tumor residual y 
un bajo ratio de supervivencia119. 

• Se ha descrito que un gen regulador de la autofagia, DRAM, se asocia con la 
progresión de los tumores de ovario. De hecho, se ha visto que el homólogo 
DRAM2 se expresa en niveles muy bajos en tumores agresivos de ovario126. 

Inducción Elongación Maduración Fusión
Degradación

Reciclaje

Estrés
celular Complejo 

ULK1

Complejo 
PI3K

PI3
P

Fagoporo Autofagosoma Autofagolisosoma

Lisosoma

Complejo ATG9

Figura 10. Esquema del proceso de autofagia. Adaptado de referencia124. 
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2.9.7. Alteraciones epigenéticas  

Clásicamente, se ha considerado que el cáncer se origina por alteraciones 
genéticas; sin embargo, el papel de los cambios epigenéticos (alteraciones de la 
expresión génica sin que se den modificaciones en la secuencia de DNA) en la 
generación de los tumores está cada vez mejor definido. Existen evidencias de que 
cambios en el epigenoma tienen un papel importante en la carcinogénesis del ovario y 
en la progresión de los tumores malignos del ovario. La epigenética incluye las 
siguientes modificaciones del DNA: la metilación del DNA, el reposicionamiento de los 
nucleosomas, la modificación de las histonas y la regulación génica a través de 
microRNAs, aunque la inclusión de este último grupo como modificación epigenética 
resulta más controvertida. Las dos rutas más alteradas durante el desarrollo tumoral son 
la de la metilación del DNA y la de la modificación de las histonas127–129. 

2.9.7.1. Metilación del DNA  

La metilación del DNA se produce en el carbono 5 de los residuos de citosina, 
generalmente en secuencias de dinucleótidos citosina-fosfato-guanina (CpG) y provoca 
una inhibición de la transcripción génica. En el genoma existen islas CpG, secuencias 
ricas en CpG, en los promotores de genes ampliamente expresados que generalmente 
están protegidas de la metilación. Esta metilación está regulada por una familia de 
enzimas, las DNA metiltransferasas127,128. 

En el genoma de distintos tumores, se ha confirmado que en un 5-10% de las islas 
CpG aparece una metilación que en condiciones normales no se encuentra. Esta 
metilación aberrante provoca el silenciamiento de distintos genes supresores de 
tumores, así como de reguladores del crecimiento celular, de la angiogénesis y de la 
reparación del DNA. En CO, a nivel global se observa una hipometilación en las 
secuencias de DNA correspondiente a los microsatélites (secuencias cortas de DNA 
altamente repetitivas), lo que se asocia con una inestabilidad genómica y se correlaciona 
con una enfermedad avanzada y un pronóstico menos favorable. Sin embargo, existe 
una hipermetilación de ciertas islas CpG, que se asocia con la progresión de la 
enfermedad y con una menor supervivencia. Entre el 15 y el 35% de pacientes con CO 
esporádico presentan una hipermetilación de la región promotora de BRCA1. Además, 
se ha visto un silenciamiento de otros genes supresores de tumores en pacientes con 
CO, como TP53, MLH1 o P16. Una elevada expresión de DNA metiltransferasas se ha 
asociado con el desarrollo de resistencias a platinos127,128. 

2.9.7.2. Acetilación de las histonas 

Las histonas son proteínas encargadas de empaquetar el DNA en los 
nucleosomas, los cuales constituyen la unidad funcional de la cromatina. La 
modificación de estas histonas a nivel de sus colas amino-terminales está regulada por 
distintas enzimas y conduce a una alteración de la estructura de la cromatina y con ello 
se ve afectada la expresión génica. Se han descrito al menos ocho modificaciones en 
las histonas: acetilación, metilación, fosforilación, ubiquitinación, glicosilación, 
sumoilación, ADP ribosilación y carbonilación127–129.  

 La acetilación de los residuos de lisina de las colas amino-terminal de las histonas 
conduce a una apertura de la compactación de la cromatina que permite la transcripción 
génica y está mediado por las histonas acetiltransferasas. La deacetilación de las 
histonas está regulada por las histonas deacetilasas (HDACs) y su actividad conduce a 
un incremento de la compactación y a una represión de la transcripción génica. La 
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familia de HDACs incluye 18 isoenzimas clasificados en cuatro clases (I-IV) en base a 
su homología con las HDACs de las levaduras y la semejanza en sus secuencias127–129: 

• Clase I: está constituido por enzimas dependientes de zinc localizadas en el 
núcleo celular. En este grupo se incluyen la HDAC1, 2, 3 y 8. La HDAC3 es 
capaz de desplazarse entre el núcleo y el citoplasma129. 

• Clase II: está formado por enzimas dependientes de zinc que se pueden 
desplazar entre el núcleo y el citoplasma. Esta clase está constituida por la 
HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10129. 

• Clase III: en este grupo encontramos enzimas dependientes de NAD+ y está 
formado por las sirtuinas 1-7 que tienen distintas proteínas como diana, tanto 
histonas como otro tipo de proteínas129. 

• Clase IV: en este grupo encontramos la HDAC11, enzima dependiente de zinc, 
que comparte propiedades con la clase I y II129. 

En múltiples tumores, incluidos los carcinomas de ovario, se ha detectado altos 
niveles de expresión HDACs, lo que conduce a bajos niveles de acetilación en las 
histonas y a una represión de la expresión de ciertos genes. En concreto, en los tumores 
de ovario se da un incremento en las distintas clases de HDAC127–129: 

• Clase I: la expresión de HDACs va aumentando gradualmente en la transición 
desde un tumor benigno hasta un carcinoma. Por lo que estas proteínas 
presentan un papel importante en la carcinogénesis del ovario y se asocian así 
con la progresión tumoral (aumento de la proliferación y migración celular, así 
como con la metástasis) y con un peor pronóstico de estas pacientes, así como 
con el desarrollo de resistencia a platinos. La expresión de HDACs difiere entre 
los distintos subtipos histológicos, siendo más elevada en los carcinomas 
mucinosos, seguido por los serosos de alto grado, los de células claras y los 
endometrioides. En este tipo de cáncer, la HDAC1 promueve la proliferación 
celular a través de la ciclina A, la HDAC2 remodela la cromatina en respuesta 
a terapias basadas en platinos y HDAC3 facilita la migración celular al suprimir 
la expresión de la E-cadherina127–129. 

• Clase II: se ha descrito que la sobreexpresión de HDAC7 junto con HDAC1 
ayudan al mantenimiento de las células madre tumorales. Asimismo, la 
acumulación de HDAC4 suprime la expresión de p21, lo que facilita la 
proliferación, aumenta el potencial de invasión y promueve la migración. En el 
caso de la HDAC 9 y 10, ambas son necesarias para la recombinación 
homóloga y estudios recientes sugieren que el uso de inhibidores de HDAC10 
aumentarían la respuesta a platinos en CO129. 

• Clase III: la sirtuina 1 se cree que podría contribuir al desarrollo de carcinoma 
de ovario, observándose un incremento en su expresión en tumores malignos, 
especialmente en los carcinomas serosos. Esta proteína inactiva p53 por 
deacetilación permitiendo que las células con DNA dañado continúen 
dividiéndose y con ello se acumulen mutaciones. Asimismo, esta deacetilasa 
regula la transición epitelio-mensenquimal y está implicada en la resistencia a 
los tratamientos con platinos. Por otro lado, la sirtuina 6 presenta una función 
supresora de tumores, y en carcinoma de ovario se ha visto una regulación a 
la baja de su expresión, lo que se asocia con un peor pronóstico129. 
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2.9.7.3. ARID1A 

La proteína nuclear ARID1A está codificada por el gen del mismo nombre y se 
caracteriza por presentar un dominio ARID de unión al DNA que permite su unión de 
manera no específica. Esta proteína regula distintos procesos celulares como la 
proliferación o la diferenciación celular. Su expresión está regulada a lo largo del ciclo 
celular, siendo más alta durante la fase G0/G1 que en las fases S o G2/M130,131. 

ARID1A forma parte del complejo de remodelación de la cromatina SWI/SNF que 
se encarga de reposicionar, eliminar o cambiar nucleosomas, lo que modula la 
accesibilidad al DNA y con ello los procesos de replicación, transcripción y reparación 
del DNA. Este complejo parece presentar un papel como supresor de tumores. 
Asimismo, ARID1A puede interaccionar directamente con otras proteínas como con p53 
o receptores hormonales, como el receptor de glucocorticoides130,131.  

El complejo SWI/SNF es el regulador de la cromatina más frecuentemente mutado 
en cáncer. Las mutaciones inactivadoras del gen ARID1A o la pérdida de este gen se 
identifican en distintos tipos de cáncer siendo mucho más habituales en tumores 
ginecológicos especialmente de endometrio y ovario. En el caso del CO, son frecuentes 
estas alteraciones en los carcinomas de células claras (46-57% de los casos) y en los 
endometrioides (30% de los casos). La pérdida de la expresión de esta proteína se ha 
identificado como una de las primeras alteraciones en la transformación maligna de una 
endometriosis atípica en un carcinoma endometrioide o de células claras130,131. 

2.10. Tratamiento del cáncer de ovario 

2.10.1. Tratamiento convencional del carcinoma epitelial de ovario 

Como se ha descrito previamente, la mayoría de los carcinomas de ovario se 
diagnostican en estadios avanzados de la enfermedad. Teniendo en cuenta el estadio 
del tumor, el tratamiento convencional del CO varía94,132. No obstante, la primera línea 
de tratamiento quimioterápico en CO incluye el uso combinado de platinos (carboplatino 
o cisplatino) y taxanos (paclitaxel o docetaxel). Estos compuestos actúan sobre las 
células tumorales por distintos mecanismos y presentan distintos efectos celulares: 

• Platinos: su mecanismo de acción se basa en la inhibición de la síntesis de 
DNA de las células tumorales. Cuando estos compuestos entran en las 
células, se cargan positivamente y migran al núcleo al verse atraídos por la 
carga negativa del DNA. Una vez en el núcleo, se unen al DNA donde 
provocan entrecruzamientos en la misma hebra o en la hebra complementaria 
induciendo un daño en el DNA. Estos agentes también inhiben la replicación 
del DNA y generan una parada del ciclo celular en la fase G2/M que puede 
acabar dando lugar a procesos de muerte celular programada133. 

• Taxanos: el mecanismo de acción de los taxanos se basa en su unión a los 
microtúbulos. Los taxanos se unen a la tubulina por el sitio de unión del 
paclitaxel. Cuando se produce esta unión, estabilizan los contactos entre los 
protofilamentos, promoviendo así el ensamblaje de los microtúbulos. Su efecto 
celular depende de la dosis empleada. A bajas concentraciones, alteran la 
dinámica de los microtúbulos, evitando que las células completen el proceso 
de mitosis, lo que conduce a una acumulación de células en la fase G2/M del 
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ciclo celular y a la muerte celular por apoptosis. Por otro lado, a altas 
concentraciones inhiben la despolimerización de los microtúbulos134,135.  

A continuación, se detalla el tratamiento convencional del CO en función del 
estadio del tumor. 

2.10.1.1. Tratamiento convencional en estadios I y II  

El 30% de los casos de CO se diagnostican en estos estadios. Para estos casos, 
la cirugía puede ser suficiente para curar esta enfermedad y la supervivencia a 5 años 
es de aproximadamente el 90%. El uso de quimioterapia adyuvante no se recomienda 
en pacientes con un tumor grado 1 (bien diferenciado); sin embargo, en pacientes con 
grado 2 y 3 se recomienda un tratamiento con quimioterapia adyuvante basado en 
taxanos y platinos de 3-6 ciclos94,132. 

2.10.1.2. Tratamiento convencional en estadios III y IV 

En estos casos el tratamiento estándar es la resección quirúrgica completa, si es 
posible, seguida de quimioterapia basada en taxanos y platinos o el uso de 
quimioterapia neoadyuvante seguida de una cirugía citorreductora de intervalo y una 
quimioterapia adicional. El grado de enfermedad residual tras la cirugía se ha visto que 
es un factor determinante de la supervivencia a largo plazo de estas pacientes. La 
supervivencia a 5 años de estas pacientes se encuentra entre el 10 y el 30%. En la 
actualidad existen cinco opciones terapéuticas que se consideran estándar para estas 
pacientes94: 

1. Cirugía citorreductora seguida de quimioterapia intravenosa basada en 
platinos o taxanos. 

2. Cirugía citorreductora seguida de quimioterapia intraperitoneal o intravenosa. 
3. Cirugía citorreductora seguida de quimioterapia intravenosa basada en 

platinos o taxanos combinada con bevacizumab, con mantenimiento con 
bevacizumab. El bevacizumab es un anticuerpo frente a VEGF, proteína clave 
en la angiogénesis del tumor. 

4. Quimioterapia neoadyuvante con cirugía citorreductora de intervalo entre los 
ciclos 3 y 6, seguida de quimioterapia, teniendo en cuenta la posibilidad de una 
quimioterapia intraabdominal o intraperitoneal en pacientes con una resección 
completa. 

5. Quimioterapia para aquellas pacientes que no pueden someterse a cirugía o 
que han progresado con la quimioterapia neoadyuvante. 

La quimioterapia neoadyuvante consiste en la administración de quimioterapia 
antes de la cirugía para tratar de conseguir una resección quirúrgica completa en el 
momento de la cirugía. Como se describió previamente, la primera línea de tratamiento 
quimioterápico combina el uso de platinos y taxanos. En general, se recomienda el uso 
de 6 ciclos de carboplatino y paclitaxel cada 21 días, y que este tratamiento comience 
lo antes posible después de la cirugía (2-4 semanas después de ésta). Los pacientes 
candidatos a quimioterapia intraperitoneal suelen ser aquellos que presenten una 
enfermedad residual de menos de 1cm, mientras que aquellos que no hayan tenido una 
citoreducción óptima deben recibir este tratamiento por vía intravenosa38,94.  
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2.10.1.3. Tratamiento convencional en enfermedad recurrente 

El CO es muy sensible inicialmente al tratamiento con agentes quimioterápicos 
(taxanos y platinos). En primera línea de tratamiento, la quimioterapia suele tener tasas 
de respuesta en el 80% de los casos. Sin embargo, la mayor parte de las pacientes 
presentan una recaída en los dos primeros años incluso aunque hayan tenido una 
cirugía citorreductora óptima y hayan sido sometidas a los seis ciclos de quimioterapia 
basada en taxanos y platinos. Esto se debe a que aparecen resistencias al tratamiento. 
En función del periodo libre de enfermedad (tiempo que transcurre desde el último ciclo 
de quimioterapia y la recaída), las pacientes se pueden clasificar en136,137:  

1. Platino-sensibles: presentan un tiempo libre de enfermedad superior a 12 
meses tras el último ciclo de quimioterapia137. 

2. Parcialmente platino-sensibles: la recaída se produce de 6 a 12 meses 
después del último ciclo de tratamiento137. 

3. Platino-resistentes: el periodo libre de enfermedad es inferior a 6 meses 
desde la última dosis de tratamiento137. 

4. Platino-refractarios: la progresión se produce durante la última quimioterapia 
basada en platinos o en los 4 meses siguientes a la última dosis137.  

El periodo libre de enfermedad se asocia con el tiempo de supervivencia de estas 
pacientes y la respuesta a una segunda línea de tratamiento, a mayor periodo libre de 
enfermedad mejor respuesta y mayor supervivencia137. El tratamiento quimioterápico en 
segunda línea a seguir depende de esta clasificación. Cuando se trate de un tumor 
refractario o resistente, se pueden emplear distintos fármacos como la doxorrubicina, 
bevacizumab, paclitaxel, gemcitabina o topotecan. En los casos de tumores platino-
sensibles, se recomienda el uso de carboplatino junto a bevacizumab, doxorrubicina, 
paclitaxel o gemcitabina. Por último, en el caso de los tumores parcialmente platino-
sensibles, se usa carboplatino combinado con otro agente quimioterápico o trabectedina 
(Yondelis®) junto a doxorrubicina. Asimismo, en pacientes platino-sensibles o con muy 
bajo volumen tumoral se puede considerar una segunda cirugía citorreductora136. 

Los mecanismos por los que aparecen resistencias al tratamiento con platinos y 
taxanos son múltiples, entre los que se incluyen los mecanismos intrínsecos de las 
propias células tumorales (mutaciones, cambios epigenéticos y alteración de los 
mecanismos de reparación del DNA) que les permiten adaptarse y sobrevivir al daño 
provocado por la quimioterapia, así como cambios en el microambiente que rodea al 
tumor, en la infiltración de las células del sistema inmune o en la angiogénesis y la 
hipoxia del tumor136,137. 

En el caso de los platinos, los mecanismos de resistencia más habituales son 
aquellos que limitan la formación de aductos entre el DNA y el platino y aquellos que 
evitan la muerte celular. Las células limitan la generación de aductos incrementando la 
expulsión de fármaco de las células gracias a los transportadores ATP7A/B o gracias a 
la internalización del transportador de cobre 1 de la membrana plasmática. Por otro lado, 
distintas proteínas intervienen en la conversión de cisplatino en formas inactivadas, no 
tóxicas para las células, como son la glutatión transferasa π o la γ-glutamilcisteína 
sintetasa. Asimismo, nuevas alteraciones en las vías de reparación del DNA pueden 
limitar la respuesta a los platinos tras el inicio del tratamiento133,138. 

Por su parte, la resistencia a los taxanos se produce principalmente por dos 
mecanismos: la modulación del proceso de apoptosis y la alteración en la capacidad de 
expulsar fármaco por parte de las células. En el caso del proceso de apoptosis, las 
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células cambian la expresión de proteínas que controlan este proceso, incrementando 
la expresión de proteínas antiapoptóticas, como Bcl-2, y reduciendo la expresión de 
proteínas proapoptóticas, como las caspasas. En cuanto a la capacidad de expulsar 
fármaco, se produce de manera frecuente una sobreexpresión de bombas P-gp, que se 
van a encargar de eliminar el compuesto del interior celular, limitando la respuesta 
terapéutica138. 

2.10.1.4. Tratamiento de mantenimiento 

El uso de agentes terapéuticos para mantener una supervivencia libre de 
progresión de la enfermedad tiene un gran interés. Los taxanos y los platinos no han 
mostrado eficacia como tratamiento de mantenimiento. Existen distintos ensayos 
clínicos en los que se están probando antiangiogénicos, como el bevacizumab, para 
este mantenimiento, en los que se ha visto un aumento de la supervivencia libre de 
enfermedad cuando se combina con carboplatino y paclitaxel seguido de 10 meses de 
tratamiento de mantenimiento. Asimismo, distintos estudios han demostrado la eficacia 
del uso de inhibidores de la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) como terapia de 
mantenimiento tras el tratamiento quimioterápico en pacientes con respuesta a 
platinos38,94,136. 

 

2.10.2. Nuevas estrategias terapéuticas en carcinoma epitelial de 
ovario 

La aparición tan frecuente de resistencias en pacientes con CO hace necesario el 
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Gracias a un mayor conocimiento de la 
biología de este tipo de tumor, se han podido identificar nuevas dianas terapéuticas, 
como receptores de factores de crecimiento, vías de señalización, reguladores del ciclo 
celular y mecanismos angiogénicos, que podrían ayudar al tratamiento de este tipo de 
cáncer132,139. Las terapias antiangiogénicas y los inhibidores de PARP se están 
empleando en la actualidad para el tratamiento de este tipo de tumor, y han mostrado 
una mejora de la supervivencia libre de enfermedad. Sin embargo, también se están 
estudiando otras posibles estrategias para el tratamiento de este tipo de cáncer. A 
continuación, se explican las distintas aproximaciones. 

2.10.2.1. Terapias antiangiogénicas 

La angiogénesis es un proceso fisiológico altamente regulado por el que se 
generan nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos preexistentes. Este proceso está 
regulado por numerosos factores de crecimiento, metaloproteasas de la matriz 
extracelular, citoquinas e integrinas. La angiogénesis se produce principalmente durante 
el desarrollo embrionario, la curación de heridas y en respuesta a la ovulación. Sin 
embargo, en ciertas patologías como el cáncer, la angiogénesis puede ser activada de 
manera aberrante. En cáncer, la generación de nuevos vasos en el interior del tumor 
permite el aporte de oxígeno y nutrientes a las células tumorales140.  

Un regulador clave en la generación de vasos sanguíneos es el factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y su vía de señalización. En CO epitelial, un 
aumento de la expresión de VEGF y sus receptores se asocia con un peor pronóstico y 
una menor supervivencia. Teniendo en cuenta esto, la inhibición de la angiogénesis 
podría suponer una estrategia terapéutica en CO. Se han seguido dos estrategias para 
inhibir la ruta activada por VEGF132,140: 
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1. Inhibición de VEGF: para esta inhibición se han empleado anticuerpos 
monoclonales o receptores solubles132. 

2. Inhibición del receptor de VEGF: en este caso, se han usado inhibidores 
tirosina quinasa o anticuerpos frente a este receptor132. 

La terapia dirigida frente a la angiogénesis más estudiada es la que emplea el uso 
de anticuerpos monoclonales para bloquear la unión de VEGF a su receptor. El 
bevacizumab fue el primer anticuerpo monoclonal recombinante humanizado frente a 
VEGF aprobado para su uso en clínica. Este compuesto ha mostrado que ayuda a 
normalizar la vasculatura tumoral. Como se ha descrito previamente, el bevacizumab se 
emplea para el tratamiento de CO cuando se da una recaída o en combinación con 
platinos y taxanos en primera línea de tratamiento y para el mantenimiento posterior de 
estas pacientes132,140. 

Existen además estudios con inhibidores tirosina quinasa del receptor de VEGF: 
• Cedinarib: este inhibidor ha mostrado ser eficaz, alargando el periodo libre de 

enfermedad, en combinación con platinos como segunda línea de tratamiento 
en pacientes platino sensibles y para el mantenimiento de éstas140,141.  

• Pazonabib inhibe el receptor de VEGF, así como del receptor del factor de 
crecimiento derivado de plaquetas y de c-Kit, y alarga el periodo libre de 
enfermedad en pacientes platino-resistentes o platino-refractarios y como 
mantenimiento en platino-sensibles140,141. 

• Nintedanib: inhibe tanto el receptor de VEGF como el receptor del factor de 
crecimiento de fibroblastos, el receptor del factor de crecimiento derivado de 
plaquetas y en menor medida RET, Flt-3 y Src. Este inhibidor en combinación 
con taxanos y platinos ha mostrado ser eficaz en primera línea de tratamiento 
mejorando significativamente el periodo libre de enfermedad139–141. 

En los últimos años se están estudiando otras vías de señalización relacionadas 
con la angiogénesis, distintas a la ruta de VEGF. Por ejemplo, las angiopoyetinas 1 y 2 
se unen al receptor Tie-2 y estimulan la proliferación, supervivencia y motilidad de las 
células endoteliales. El trebanabib se une a estas angiopoyetinas y bloquea esta vía de 
señalización y parece alargar el periodo libre de enfermedad en pacientes platino-
resistentes o parcialmente platino-sensibles en combinación con paclitaxel140,141. 

2.10.2.2. Inhibidores de PARP 

El CO presenta una gran inestabilidad genómica. Se ha descrito que 
prácticamente la mitad de los tumores de ovario presentan defectos en una o más de 
las vías de reparación del DNA. En las células tumorales que presenten una deficiencia 
en alguna de estas vías, la inhibición de una segunda ruta de reparación del DNA puede 
provocar una letalidad sintética, lo que conduce a la muerte celular142. 

Las polimerasas PARP son una familia de 18 proteínas implicadas en una gran 
variedad de funciones celulares, entre las que se encuentra la reparación del DNA y en 
el mantenimiento de la integridad genómica. PARP1 es la proteína más estudiada de 
este grupo de polimerasas y su principal función se encuentra en las vías de reparación 
del DNA. Las polimerasas PARP son esenciales para la reparación de SSBs, la 
reparación por BER, la reparación por HR y la reparación alternativa por NHEJ. Cuando 
se detecta un lugar de SSB, PARP se activa, uniéndose al sitio donde se ha producido 
la rotura y añade una cadena de poli-ADP-ribosas que recluta otras enzimas de 
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reparación del DNA. Las polimerasas PARP regula también la expresión de ciertos 
genes implicados en la reparación por HR, como BRCA1 y RAD51142,143. 

Los inhibidores de PARP (iPARP) pueden actuar por dos mecanismos de acción 
principales, el primero es la unión al sitio activo de PARP, inhibiendo su actividad 
enzimática, y el segundo unirse al complejo que forma PARP con la cromatina, 
atrapando a esta polimerasa en una conformación no activa en la cromatina. Existen 
tres inhibidores de PARP aprobados para su uso en CO142,143: 

1. Olaparib: fue el iPARP aprobado para su uso en clínica. En la actualidad, tiene 
dos indicaciones en pacientes con CO avanzado. La primera es para el 
tratamiento en pacientes con mutación o sospecha de mutación germinal en 
BRCA1/2 después de tres o más líneas previas de tratamiento quimioterápico. 
La segunda es para el tratamiento de mantenimiento en pacientes con CO 
recurrente que se encuentren en respuesta parcial o completa a la 
quimioterapia basada en platinos142,143. 

2. Rucaparib: este inhibidor presenta dos indicaciones en CO. La primera es el 
tratamiento de mantenimiento en pacientes con CO recurrente que estén en 
respuesta completa o parcial a quimioterapia con platinos. La segunda es el 
tratamiento de pacientes con mutación patogénica en BRCA (germinal o 
somática) asociada a este tumor, que hayan sido sometidas a dos o más líneas 
de tratamiento quimioterápico142,143. 

3. Niraparib: este iPARP está indicado para el tratamiento de mantenimiento de 
pacientes con CO recurrente que estén en respuesta parcial o completa a 
quimioterapia con platinos142,143. 

2.10.2.3. Inhibidores de las vías de reparación del DNA 

Las vías de reparación del DNA están muy alteradas en CO. En células tumorales 
con defecto en alguna de estas vías, el empleo de agentes que alteren o generen un 
defecto en otra vía de reparación del DNA generaría una letalidad sintética, al igual que 
ocurre con los iPARP, y supondría una estrategia terapéutica para este tipo de 
tumores139,144,145.  

Las primeras proteínas implicadas en la reparación por HR son ATM y ATR y en 
el caso de la reparación por NHEJ las DNA-PKs. Por lo que el uso de inhibidores frente 
a estas proteínas podría ser una opción para el tratamiento de estos tumores. Estos 
inhibidores podrían aumentar la sensibilidad a agentes quimioterápicos tradicionales 
como los platinos. En la actualidad existen múltiples ensayos clínicos con estos 
inhibidores que han mostrado un efecto sinérgico en combinación con otros agentes 
quimioterápicos en tumores que presentan alteraciones en la reparación del DNA. Un 
ejemplo es el ensayo con un inhibidor de ATR (M6620) junto con velaparib para 
comprobar si este inhibidor mejoraría la sensibilidad a los platinos139,144,145.  

Otras proteínas claves para detener el ciclo celular en presencia de daño en el 
DNA son WEE1, Chk1 y Chk2. Esta parada evita la replicación del DNA en presencia 
de daño y permite su reparación. La inhibición de estas proteínas provoca una mitosis 
temprana sin reparación del daño por lo que se da una acumulación de éste, lo que 
conduce a la muerte celular. Además, se ha observado que Chk1 aparece sobre-
expresado en casi todos los pacientes con HGSC. Por lo que el uso de inhibidores de 
Chk1/2 o WEE1 podría sería útil en HGSC, los cuales presentan en casi su totalidad 
mutaciones en TP53 y especialmente en aquellos que también porten mutaciones en 
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BRCA1/2. De hecho, existen múltiples ensayos clínicos en los que se está probando la 
eficacia de estos inhibidores en combinación con quimioterapia e iPARP para mejorar 
la respuesta citotóxica. Un ejemplo es el adavosertib, inhibidor de WEE1, que ha 
demostrado su actividad antitumoral en CO con mutación en BRCA1/2. Se está 
evaluando su actividad junto con el carboplatino en pacientes con mutación en TP53 y 
también su uso en pacientes previo al tratamiento con iPARP139,144,145. 

2.10.2.4. Inhibidores de tirosina quinasas de la familia de ErbB 

Como se describió previamente, la familia ErbB está compuesta por cuatro 
receptores tirosina quinasa: EGFR, HER2, HER3 y HER4. Estos receptores pueden 
formar homodímeros o heterodímeros, activando distintas rutas de señalización como 
la de PI3K/AKT/mTOR y la de MAPK/ERK. En CO, la amplificación y/o sobreexpresión 
de los receptores EGFR, HER2 y HER3 se han asociado con la progresión tumoral y un 
peor pronóstico; por lo que estos receptores podrían ser dianas terapéuticas frente a 
este tipo de cáncer. Sin embargo, los inhibidores de EGFR y HER2/Neu, tanto en 
monoterapia como en combinación con otros agentes, no han mostrado beneficio frente 
al tratamiento convencional en ensayos clínicos117,140,146. 

2.10.2.5. Inhibidores del receptor de folato 

El folato tiene una función importante en la biosíntesis de las bases nitrogenadas 
y se requiere para la síntesis de DNA y RNA, así como para la metilación del DNA y la 
reparación de éste. La mayor parte del transporte del folato se produce por 
transportadores solubles de baja afinidad y por la familia de los receptores de folato que 
presentan alta afinidad por este compuesto. El receptor del folato α es una proteína 
anclada a la membrana plasmática celular. En condiciones fisiológicas, solo se presenta 
en la cara apical/luminal de la superficie celular. Sin embargo, en algunos tumores de 
origen epitelial aparece sobre-expresado localizando en toda la superficie celular. El CO 
es el tumor que más frecuentemente presenta una sobreexpresión de este receptor 
(80% de los tumores) y esta alta expresión se asocia con un mayor estadio y grado del 
tumor, así como con una escasa respuesta al tratamiento quimioterápico y una peor 
supervivencia. Así pues, este receptor supone una diana terapéutica en CO. Existen 
distintas estrategias para bloquear este receptor, entre las que se incluyen el empleo de 
derivados del ácido fólico, de fármacos conjugados con folato, de anticuerpos 
monoclonales y el desarrollo de estrategias basadas en la inmunidad140,147. 

El vintafolide es un fármaco conjugado a un agente desestabilizante de 
microtúbulos (desacetil-vinblastine-mono-hidrazida), que inhibe la formación del huso 
mitótico y con ello conduce a la parada de ciclo celular y a la muerte celular. Este 
fármaco se une al receptor de folato α y entra en las células por endocitosis. Este 
fármaco parece ser eficaz en combinación con doxorrubicina en pacientes platino-
resistentes, mejorando el periodo libre de enfermedad, si bien se necesitan más ensayos 
clínicos para confirmar esta eficacia140,147. 

El farletuzumab es un anticuerpo monoclonal frente al receptor de folato α. Este 
anticuerpo ejerce una actividad antitumoral por distintos mecanismos: inducción de la 
lisis de la célula tumoral, citotoxicidad dependiente del sistema del complemento, 
inducción continuada de la autofagia o inhibición de la interacción de este receptor la 
quinasa lyn (tirosina quinasa de la familia Src). Este compuesto mejora el periodo libre 
de enfermedad cuando se administra en combinación con carboplatino y paclitaxel en 
pacientes con este receptor140,147. 
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El mirvetuximab soravtansine es un anticuerpo conjugado frente a este receptor 
y un compuesto derivado de la maitansina, agente que desorganiza los microtúbulos, 
Este fármaco está siendo estudiado en múltiples ensayos clínicos con otros agentes 
quimioterápicos o iPARP y de VEGF para comprobar su eficacia y seguridad, donde ha 
mostrado mejorar la respuesta respecto al uso de quimioterapia en monoterapia139. 

2.10.2.5. Inhibidores de la vía de PI3K/AKT/mTOR 

Como se ha mencionado anteriormente, la vía de señalización de 
PI3K/AKT/mTOR está frecuentemente activada en pacientes con CO (en el 70% de los 
casos). La activación de esta vía se relaciona con la transformación carcinogénica, el 
crecimiento y la proliferación celular, así como con la metástasis. Por todo esto, el uso 
de inhibidores de esta ruta podría ser una diana terapéutica en CO. En la actualidad, el 
uso de estos inhibidores está restringido a los ensayos clínicos116,146:  

1. Inhibidores de mTOR: mTOR aparece activado en el 55% de los carcinomas 
epiteliales de ovario. La rapamicina fue el primer inhibidor desarrollado de la 
quinasa mTOR, que ejerce su función inactivando el complejo catalítico de 
mTORC1. Modificando la estructura de la rapamicina se han generado otra 
serie de inhibidores de mTORC1 que presentan efectos antitumorales en 
estudios preclínicos, inhibiendo la proliferación celular e induciendo la 
apoptosis celular. Además, estos compuestos mejoran la respuesta a otros 
agentes terapéuticos (platinos o taxoles). Algunos de estos compuestos están 
aprobados para su uso en clínica, como el temsirolimus y el everolimus; sin 
embargo, su efecto terapéutico es limitado. Generalmente solo se ve un efecto 
citostático, por lo que suele asociarse a una estabilización de la enfermedad y 
del periodo libre de enfermedad, pero no a una reducción de la masa tumoral. 
Existen distintos ensayos clínicos en CO con inhibidores de mTOR, tanto en 
monoterapia como en terapia combinada. La actividad de estos inhibidores en 
monoterapia es muy limitada; sin embargo, combinando con otros agentes 
quimioterápicos parece proporcionar un beneficio adicional a estas pacientes 
respecto al tratamiento convencional, si bien el número de pacientes incluidos 
en estos ensayos es bajo. En la actualidad, se está testando la eficacia del 
temsirolimus en primera línea junto con carboplatino y paclitaxel para 
pacientes con CO avanzado de células claras. Además, se han generado otro 
tipo de inhibidores de la vía de mTOR, como el sapanisertib, que inhiben los 
dos complejos catalíticos de mTOR, que están probándose en ensayos 
clínicos para demostrar su posible beneficio en combinación con otros agentes 
quimioterápicos como el paclitaxel116,146,148. 

2. Inhibidores de AKT: los inhibidores de AKT inhiben específicamente la acción 
de AKT, bloqueando la activación de mTORC1, controlando así los efectos 
aguas abajo en la cascada de señalización de PI3K/AKT/mTOR. Se han 
desarrollado distintos inhibidores de AKT (MK-2206, perifosina, AZD5363) que 
han mostrado actividad antitumoral y una mejora en la respuesta a otros 
agentes quimioterápicos (platinos o taxanos) en ensayos preclínicos. Estos 
inhibidores están en ensayos clínicos en fase I/II para probar su eficacia y 
seguridad tanto en monoterapia como combinados con otros agentes en 
pacientes con CO116,148. 

3. Inhibidores de PI3K: se han desarrollado distintos inhibidores reversibles o 
irreversibles de las quinasas PI3K. Estos inhibidores son capaces de inhibir la 
actividad catalítica de las distintas isoformas de las quinasas PI3K de clase I 
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(pan-inhibidores) o actuar específicamente sobre alguna de estas isoformas. 
La eficacia de los inhibidores específicos de alguna de las isoformas es 
limitada, por lo que los estudios se han centrado en los pan-inhibidores, como 
LYS294002, wortmanina, buparlisib o PX-866. Estos compuestos han 
mostrado eficacia en estudios preclínicos tanto en monoterapia como 
combinados con otros fármacos en el tratamiento de líneas celulares 
tumorales de ovario y de modelos en ratón de cáncer de ovario. En ensayos 
clínicos, se está testando su eficacia en pacientes en combinación con otros 
agentes terapéuticos, Por ejemplo, se ha probado la combinación de buparlisib 
con olaparib, no obteniéndose una diferencia significativa entre el tratamiento 
combinado y el tratamiento con el iPARP. El estudio en el que se combinaba 
buparlisib con un inhibidor de MEK1/2 (trametinib) mostró una tasa de 
respuesta del 29% y mejoró el periodo libre de enfermedad en pacientes con 
mutaciones en KRAS o BRAF116. 

2.10.2.6. Inhibidores de la vía de señalización de Src 

La familia de tirosina quinasas Src está constituida por tirosinas quinasa no 
receptoras, entre las que se incluye Src que comparten funciones en múltiples vías de 
señalización como la adhesión celular, la proliferación celular, la capacidad de invasión 
o la motilidad celular. Src se puede inducir tras la interacción con distintos factores de 
crecimiento, entre los que se encuentran los receptores tirosina quinasa de la familia de 
ErbB o el receptor VEGF146. 

En CO se ha descrito una desregulación de la vía de señalización de Src en el 
50% de los tumores y esta desregulación se asocia con un peor pronóstico. Esta 
alteración es más común en carcinomas serosos de alto grado, donde esta vía aparece 
sobreactivada. El dasatinib es un inhibidor de esta vía de señalización, así como de 
otras quinasas de adhesión focal. Este compuesto ha mostrado en estudios preclínicos 
una inducción de la apoptosis y una inhibición de la capacidad invasiva de líneas 
celulares tumorales de CO, así como un efecto sinérgico cuando se emplea en 
combinación con paclitaxel y carboplatino149. Existe en la actualidad un ensayo clínico 
en fase II que busca probar su eficacia en pacientes con CO recurrente146. 

2.10.2.7. Moduladores epigenéticos 

Como se explicó previamente, las alteraciones epigenéticas provocan cambios en 
la expresión génica. Estos cambios en el epigenoma parecen tener un papel importante 
en la carcinogénesis del ovario. Las dos rutas relacionadas con el epigenoma más 
alteradas durante el desarrollo tumoral son la de la metilación del DNA y la de la 
modificación de las histonas127,128. Por lo que el uso de inhibidores de las DNA 
metiltransferasas o de las histonas deacetilasas podrían suponer una estrategia 
terapéutica en este tipo de tumor: 

• Inhibidores de las DNA metiltransferasas: estos inhibidores son análogos 
de las citosinas que se incorporan en el DNA durante la replicación y se unen 
a estas enzimas inhibiendo su función. Existen dos inhibidores de DNA 
metiltransferasas aprobadas para su uso en clínica, la 5-azacitidina y la 
decitabina. Estos inhibidores han mostrado un beneficio adicional al 
tratamiento convencional en pacientes platino-resistentes o platino-
recurrentes cuando se administran en combinación con taxoles y platinos, en 
ensayos clínicos fase I/II127,128. 
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• Inhibidores de histonas deacetilasas (HDACi): estos inhibidores permiten 
reactivar la expresión genes silenciados al inhibir las HDACs, como los genes 
supresores de tumores. Estos inhibidores se pueden dividir por su 
especificidad (pan-HDACi o inhibidores específicos de las distintas clases de 
HDAC) o por su estructura molecular (ácidos hidroxámicos, tetrapéptidos 
cíclicos, benzamidas y ácidos alifáticos de cadena corta). Los principales 
HDACi son los ácidos hidroxámicos capaces de inhibir todas las HDAC (pan-
HDAC) y son los inhibidores que presentan un mayor interés para su uso en 
clínica. En este grupo se encuentran el Vorinostat, el Panobinostat y el 
Belinostat, que están aprobados para su uso en clínica. Estos compuestos 
provocan una parada del crecimiento celular, inducen la diferenciación celular 
y apoptosis, e inhiben la angiogénesis. Además, las células normales son 
bastante resistentes a su actividad, lo que supone una ventaja. En ensayos 
clínicos, el Belinostat ha mostrado ser mejor tolerado que el Vorinostat y un 
beneficio adicional en pacientes platino-sensibles con CO recurrente en 
combinación con paclitaxel y carboplatino127,128. 

2.10.2.8. Inmunoterapia 

El sistema inmune ha mostrado tener un papel importante en los tumores de 
ciertas pacientes en los que se ha podido observar regresiones espontáneas del mismo, 
mecanismos de evasión del sistema inmune por parte del tumor y respuestas duraderas 
en ocasiones a inhibidores de los puntos de control inmunitario. Además, los HGSC con 
mutaciones en BRCA1/2 muestran una mayor cantidad de linfocitos infiltrantes de tumor, 
así como elevados niveles de PD-1 y su ligando PD-L1 en las células del sistema inmune 
asociadas al tumor comparado con aquellos tumores que no tienen mutaciones en estos 
genes. Asimismo, los pacientes con tumores ricos en células T presentan un periodo 
libre de enfermedad más largo y una supervivencia global aumentada, mientras que 
aquellos que presentan mecanismos de evasión al sistema inmune presentan una peor 
supervivencia. Esto sugiere que la inmunoterapia podría ser una estrategia terapéutica 
para estos pacientes. La inmunoterapia en CO está en una fase temprana de desarrollo 
empleándose únicamente en ensayos clínicos91,92.  

2.10.2.8.1. Bloqueo de puntos de control inmunitarios 

En la actualidad se han identificado múltiples moléculas que regulan los puntos de 
control del sistema inmune, entre las que se encuentran las moléculas inhibidoras PD-
1, PD-L1 y CTLA-491,92: 

• CTLA-4: es un receptor inhibidor de los linfocitos T que comparte los mismos 
ligandos que el receptor co-estimulante CD28, pero estos ligandos se unen 
con mayor afinidad a CTLA-4. Al unirse a CTLA-4 se bloquea la señalización 
de co-estimulación de CD2891,92. 

• PD-1: es un receptor inhibidor de los linfocitos T. Se activa por sus ligandos, 
PD-L1 o PD-L2, fosforilándose y entonces recluta a la fosfatasa SHP-2 que 
desfosforila a CD28 e inactiva la señalización de co-estimulación. PD-L1 se 
expresa en células tumorales, del estroma y del sistema inmune91,92. 

 Estas moléculas inhiben la respuesta inmune, por lo que el uso de anticuerpos 
frente a éstas podría desbloquear la respuesta inmune, activando la respuesta de los 
linfocitos T efectores y con ello conducir a una regresión del tumor. Existen seis 
inhibidores de puntos de control inmunitarios aprobados para su uso en clínica: dos 
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frente a PD-1 (Pembrolizumab, Nivolumab), uno frente a CTLA-4 (Ipilimumab) y tres 
frente a PD-L1 (Avelumab, Atezolizumab, Durvalumab)91,92.  

La eficacia de estos anticuerpos como agente único es bastante limitada en 
pacientes con CO, con una repuesta media entre el 10 y el 15% de las pacientes y un 
control de la enfermedad en la mitad de las pacientes. Parece que el uso de anticuerpos 
frente a PD-1 o su ligando podría ser de mayor utilidad que el del ipilimumab91,92.  

Una vez vista la limitada acción como agentes únicos, se ha probado la 
combinación de varios de estos anticuerpos. La combinación del anti-PD1 nivolumab y 
el anti-CTLA4 ipilimumab ha mejorado la respuesta en pacientes platino-resistentes 
respecto al tratamiento en monoterapia. Asimismo, se está probando la eficacia del 
tratamiento combinado con inhibidores de puntos de control del sistema inmune con 
agentes quimioterápicos, con iPARP y con inhibidores de VEGF91,92,150: 

• Inmunoterapia e iPARP: como los carcinomas HGSC con mutaciones 
BRCA1/2 suelen presentar un mayor porcentaje de linfocitos infiltrantes de 
tumor, por lo que podrían responder favorablemente a iPARP e inhibidores de 
los puntos del control del sistema inmune. Un ensayo clínico en fase II que 
combina olaparib y durvalumab ha mostrado respuestas beneficiosas en 
pacientes con CO en recaída, platino-sensibles con BRCA mutado. También 
se está probando la combinación de anti-CTLA4 y anti-PDL1 con olaparib en 
pacientes con BRCA mutado91,92,150. 

• Inmunoterapia e inhibidores de VEGF: algunos estudios muestran que 
VEGF es un importante mediador de la supresión de la respuesta inmune en 
el microambiente tumoral por lo que el uso de inhibidores de VEGF junto a 
anticuerpos frente a puntos de control del sistema inmune podría ser eficaz 
frente en CO. En ensayos clínicos, se está probando el uso del anti-PDL1 
atezolizumab junto con bevacizumab y ácido salicílico, así como el uso del 
anti-PDL1 durvalumab con olaparib o el inhibidor de VEGFR cediranib91,92. 

• Inmunoterapia y quimioterapia: algunos agentes quimioterápicos son 
capaces de inducir una respuesta inmunogénica de muerte celular, una 
expansión de neoantígenos, un incremento de la presentación angiogénica, 
un cambio en el microambiente tumoral o un descenso en el número de células 
inmunosupresoras; por lo que su uso junto con inhibidores de los puntos de 
control del sistema inmune podría aumentar la respuesta citotóxica. Existen 
múltiples ensayos clínicos en los que se combinan anti-PDL1 con 
quimioterapia (doxorrubicina, carboplatino, paclitaxel). Sin embargo, los 
primeros resultados con avelumab y doxorrubicina muestran que no existe una 
mejora significativa de la supervivencia libre de enfermedad. No obstante, 
parece que el empleo de esta combinación en pacientes con PD-L1 y CD8, 
que no presentan resistencia a platinos, alarga el periodo libre de 
enfermedad91,92,150. 

2.10.2.8.2. Terapia adoptiva de linfocitos T 

La terapia adoptiva de linfocitos T consiste en infundir linfocitos T específicos del 
tumor que se han expandido ex vivo que son capaces de reconocer y atacar al tumor. 
Existen dos estrategias terapéuticas: la primera se basa en aislar y expandir linfocitos 
infiltrantes de tumor y la segunda en usar linfocitos T modificados genéticamente para 
que expresen un receptor de células T (TCR) o un receptor antigénico quimérico (CAR), 
estos linfocitos se infunden posteriormente de nuevo al paciente91,92. 



INTRODUCCIÓN 
 

 62 

Los ensayos clínicos basados en aislar y expandir linfocitos infiltrantes del tumor 
han tenido una eficacia limitada. En la actualidad, existen ensayos en los que se está 
probando la eficacia de estos linfocitos que se estimulan ex vivo con células dendríticas 
autólogas y un anticuerpo frente a CD3, que mejorarían la eficacia de estos linfocitos91,92.  

En el caso de los linfocitos T modificados genéticamente, se emplean linfocitos T 
de la propia paciente, aislados de sangre periférica, que se modifican genéticamente 
para que expresen un receptor de células T frente a un antígeno específico del tumor 
dependiente de un complejo mayor de histocompatibilidad, de manera que su función 
pueda ser regulada por señales inmunosupresoras del microambiente tumoral. Existen 
ensayos clínicos en los que se está probando la eficacia de células T modificadas para 
reconocer el antígeno NY-ESO-1, altamente expresado en CO. Además, se están 
buscando nuevos antígenos específicos de este tumor para desarrollar células T 
específicas frente a éstos que puedan ser eficaces en la terapia de este tumor91,92. 

Por último, se está estudiando el uso de linfocitos T con receptores CAR. Estos 
receptores presentan un fragmento de cadena sencilla variable con motivos de 
señalización citoplasmática que reconoce antígenos que presenta el tumor e induce la 
activación de los linfocitos T. En CO, el primer estudio clínico empleó linfocitos con un 
receptor CAR específico del receptor del folato α y no mostró un beneficio clínico. 
Actualmente, se está estudiando el uso de células T CAR frente a otros antígenos como 
la mesotelina, EGFR o HER291,92. 

2.10.2.8.3. Otras estrategias 

El uso de estrategias basadas en el sistema inmune innato también presenta gran 
interés en el cáncer de ovario. Entre las distintas estrategias está la infusión de células 
natural killer (NK) o células killer inducidas por citoquinas, que presentan la ventaja de 
no requerir una presentación antigénica. El desarrollo de estas estrategias está todavía 
en etapas muy tempranas91,92. 

Otra estrategia sería el desarrollo de una vacuna que generara una respuesta inmune, 
tanto innata como adaptativa, específica frente al tumor. Existen múltiples estudios 
clínicos en los que se están probando vacunas, que han mostrado respuestas 
celulares específicas frente a antígenos y mejorado en distintos grados la 
supervivencia. En la actualidad hay un gran interés por su potencial en las vacunas 
frente a neoantígenos. Estos neoantígenos son péptidos unidos a complejos mayores 
de histocompatibilidad que se generan por mutaciones missense del tumor. Estos 
antígenos son específicos del tumor y muy inmunogénicos, por lo que pueden ser 
reconocidos por el sistema inmune del paciente. Esta estrategia se está probando en 
otro tipo de tumores, y presenta un gran interés para pacientes con CO91,92. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

El cáncer de ovario es el tipo de cáncer ginecológico con peores ratios de 
supervivencia debido, principalmente, a un diagnóstico en estadios avanzados de la 
enfermedad y a la aparición de resistencias y recaídas al tratamiento quimioterápico. 
Aproximadamente el 70% de las pacientes con este tipo de tumor presentan una recidiva 
en los dos años posteriores al tratamiento inicial, incluso cuando este tratamiento 
provocó una remisión del tumor. Por todo esto, existe una clara necesidad de explorar 
nuevas estrategias terapéuticas frente a este tipo de tumor136.  

La combinación de varios agentes terapéuticos es clave para el tratamiento del 
cáncer, incluido el cáncer de ovario151. De hecho, el tratamiento farmacológico 
convencional de este tipo de tumores se basa en el uso combinado de dos tipos de 
agentes quimioterápicos, los platinos y los taxanos. Lo ideal sería encontrar nuevas 
combinaciones que consigan un efecto aditivo, o, mejor aún sinérgico, es decir, usar 
fármacos que consigan un efecto antitumoral mucho mayor al que se obtendría con la 
suma de los efectos esperados de manera individual152. Además, con este tipo de 
aproximaciones se reduce la posibilidad de desarrollar resistencias al tratamiento, ya 
que los fármacos se dirigen a distintas vías de señalización. Asimismo, se reduce la 
toxicidad que podrían generar estos compuestos tras el tratamiento, ya que se pueden 
emplear dosis inferiores de cada uno de los agentes. La búsqueda de este tipo de 
terapias combinadas es especialmente importante en el tratamiento de neoplasias con 
una baja supervivencia, como es el caso del CO.  

Los inhibidores de histona deacetilasa, como el Panobinostat, han demostrado 
una alta eficacia frente a distintos tipos de tumores y una baja toxicidad para los tejidos 
normales en estudios preclínicos. No obstante, en ensayos clínicos han mostrado una 
baja respuesta frente a tumores sólidos y numerosos efectos secundarios. Estos 
problemas podrían resolverse mediante el uso de estos compuestos en combinación 
con otros fármacos. De hecho, el estudio de combinaciones de HDACi con otros agentes 
ha mostrado mejorar la eficacia citotóxica, con efectos sinérgicos o aditivos, y disminuir 
los efectos secundarios derivados del tratamiento153.  

Otra aproximación muy útil para la búsqueda de nuevas terapias frente al cáncer 
es la reutilización de fármacos (drug repurposing). En este caso, se estudia el uso de 
fármacos empleados para otras patologías para el tratamiento del cáncer. Este enfoque 
es muy atractivo ya que los perfiles de seguridad y farmacocinéticos de estos 
compuestos ya se conocen, y su estudio presenta un menor coste y una aplicación 
clínica más rápida. La cloroquina es un ejemplo de este tipo de fármacos; se ha 
empleado clásicamente para tratar la malaria y también se utiliza para enfermedades 
autoinmunes o inflamatorias. Sin embargo, existen múltiples ensayos preclínicos y 
clínicos que muestran como este compuesto presenta una respuesta antineoplásica 
frente a distintos tipos de cáncer, tanto cuando se usa en monoterapia como combinado 
con otros quimioterápicos. Estos resultados sugieren que la cloroquina podría ser una 
buena candidata para su estudio como agente antitumoral154. 

La hipótesis de este trabajo es que el estudio tanto de nuevos fármacos, como de 
compuestos ya aprobados para otras patologías, así como de tratamientos combinados, 
podría permitirnos identificar nuevas estrategias terapéuticas más potentes frente al 
cáncer de ovario.  
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Teniendo en cuenta esta hipótesis, se plantearon los siguientes objetivos: 
1. Estudiar el efecto citotóxico de la cloroquina en líneas celulares de cáncer de 

ovario. 
2. Analizar la respuesta citotóxica del Panobinostat en líneas celulares de cáncer 

de ovario. 
3. Investigar el potencial antitumoral de nuevos compuestos desestabilizantes de 

microtúbulos en líneas celulares de cáncer de ovario. 
4. Analizar el efecto de la combinación de cloroquina y Panobinostat en líneas 

celulares de cáncer de ovario  
5. Estudiar el efecto de la combinación de agentes desestabilizantes de 

microtúbulos con Panobinostat. 
6. Investigar nuevas combinaciones de fármacos basados en el daño del DNA y 

la inhibición de las vías de reparación por HR y NHEJ en líneas celulares 
tumorales de cáncer de ovario. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Líneas celulares 
Para llevar a cabo este trabajo se seleccionaron cuatro líneas celulares tumorales 

derivadas de pacientes con cáncer de ovario, cuyas características se muestran en la 
Tabla 3. 

Tabla 3. Información de las líneas celulares de cáncer de ovario empleadas en el trabajo. 

Línea 
celular Fuente Tumor de 

origen Alteraciones moleculares 

A2780 ECACC 
(#93112519) 

Adeno-
carcinoma 

endometrioide 

PIK3CA: Het. c.G1093A; p.E365K 
PTEN: Hom. c.383_391del9; p.K128_R130 
ARID1A: Het. c.4288C>T; p.Q1430* y 
Het. c.5162del1; p.R1721Hfs 
ATM: Het. c.1810C>T; p.P604S 
Baja inestabilidad de microsatélites 

IGROV-1 
Merck 

Millipore 
(#SCC203) 

Adeno-
carcinoma 

endometrioide 

TP53: Het. c.377A>G; p.Y126C 
BRCA1: Het. c.1961del; p.K654fs*47 
BRCA2: Het. c.3323delA; p.K1108Rfs*11 
ARID1A: Het. c.5541_5542insG y  
NS p.G1847fs y c.822delG; p.M274fs 
PTEN: Het. c.955_958delACTT; pT319fs*1 
y Het. c.464A>G; p.Y155C 
PIK3CA: Het. c.112C>T; p.R38C 
SMAD4: Het. c.692delG; p.G231fs*10 y 
Het. C.1484T>C; p.L495P 
MLH1: Hom. c.1513delA; p.S505fs*3 
MSH3: NS c.1141delA; pK381fs 
MSH6: NS c.3261delC; p.F1088fs*2 
Alta inestabilidad de microsatélites 

OVCAR-8 ATCC 

Adeno-
carcinoma 

seroso de alto 
grado 

TP53: Hom. c.376-1G>A; p.? y 
Het. c.376_396del21; p.Y126_K132del  
HER2/Neu: Het. c.2327G>T; p.G776V 
KRAS: Het. c.362C>A; p.P121H 
CTNNB1: Het. c.77A>G; p.Q26R 
BRCA1: región promotora hipermetilada 
Con estabilidad de microsatélites 

SK-OV-3 ATCC  
(HTB-77) 

Cistoadeno-
carcinoma 

seroso, 
derivado de 

líquido 
ascítico 

HER2/Neu: amplificado 
CDKN2A: Hom. c.1_457del457; p.? 
NF1: Het. c.5104G>T; p.G1702C 
ARID1A: Het. c.1756C>T; p.Q586* 
APC: Het. c.4666delA; p.T1556fs*9 
FBXW7: Het. c.1274G>T; p.R425L 
PIK3CA: Het. c.3140A>G; p.H1047R 
TP53: Hom. c.267delC p.S90fs*33 
Alta inestabilidad de microsatélites 

*Hom: mutación homocigota, Het: mutación heterocigota, NS: no especificado 

Asimismo, se emplearon la línea celular tumoral JJN-3 derivada de un paciente 
con mieloma múltiple y la línea celular no tumoral HEK-293T, cuyas características se 
muestran en la siguiente tabla (Tabla 4). 
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Tabla 4. Información de las líneas celulares JJN3 y HEK293T empleadas en el trabajo. 

Línea 
celular Fuente Tumor de origen Alteraciones moleculares 

JJN-3 DSMZ 
(#ACC 541) 

Mieloma múltiple, 
derivada de médula 

ósea 
NRAS: Het. c.181C>A; p.Q61K 

HEK-
293T 

ATCC 
(#CRL-3216) Embrionaria de riñón Contiene el antígeno T SV40 

*Hom: mutación homocigota, Het: mutación heterocigota. 

Todas las líneas celulares se incubaron a 37ºC en una atmósfera húmeda con un 
5% de CO2 en un incubador (Cultek S.L.U). Para el cultivo de las líneas celulares HEK-
293T, OVCAR-8 y SK-OV-3 se empleó el medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) con L-Glutamina, piruvato y glucosa (4,5g/l) (Gibco, Life Technologies) 
y para las líneas celulares A2780, IGROV-1 y JJN-3 se empleó el medio RPMI con L-
glutamina (Gibco, Life Technologies). Ambos medios fueron suplementados con un 10% 
de suero fetal bovino (FBS) (Gibco, Life Technologies) y un 1% de 
penicilina/estreptomicina (Gibco, Life Technologies). La presencia de micoplasma en 
estas líneas celulares se testó de manera rutinaria empleando el kit MycoAlert (Lonza) 
y solo se emplearon para los distintos experimentos aquellas células libres de 
micoplasma. 

2. Fármacos 
En este trabajo se emplearon distintos fármacos, cuya preparación se detalla a 

continuación. La dosis y el efecto celular de los mismos se muestra en la Tabla 5. 
• Panobinostat (Farydak®) o LBH589 (Novartis Pharmaceuticals): se preparó 

un stock 1 mM disolviendo 349 µg de fármaco disuelto en 1 ml de 
dimetilsulfóxido (DMSO). 

• Cloroquina (#C6628, Sigma-Aldrich): se preparó un stock para los estudios in 
vitro a una concentración de 50 mM disolviendo 257,93 mg de este compuesto 
en 10 ml de dH2O con DMSO al 0,5% (peso/volumen). Para los estudios in 
vivo se preparó un stock a 5 mg/ml (9,69 mM) disolviendo 250 mg de 
cloroquina en 50 ml de PBS. 

• N-Acetil-L-cisteína (#A9165, Sigma-Aldrich): se preparó un stock a una 
concentración de 500 mM disolviendo 815,97 mg de este compuesto en 10 ml 
dH2O. 

• Paclitaxel (Teva Genéricos Española S.L): se empleó un stock de 20 µM 
preparado a partir de una solución comercial que se encontraba a una 
concentración de 1 mM que se diluyó en suero fisiológico. 

• Cisplatino (Pfizer, Inc.): se empleó una solución comercial a una 
concentración de 1 mg/ml en suero fisiológico. 

• Bafilomicina A1 (#HY-100558, MedChemExpress): se preparó un stock a 50 
mM disolviendo 5mg del compuesto en 160,56 µl de DMSO.  

• Mirin (#HY-19959, MedChemExpress): se preparó un stock a 50 mM 
disolviendo 5mg del compuesto en 454,03 µl de DMSO.  

• VE-821 (#HY-14731, MedChemExpress): se preparó un stock a 50 mM 
disolviendo 5mg del compuesto en 271,44 µl de DMSO. 
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• KU-55933 (#HY-12016, MedChemExpress): se preparó un stock a 50 mM 
disolviendo 5mg del compuesto en 252,85 µl de DMSO. 

• KU-57788 (#HY-11006, MedChemExpress): para su uso in vitro se preparó un 
stock a 30 mM disolviendo 5mg del compuesto en 403,07 µl de DMSO. Para 
su uso in vivo se preparó un stock a 0,8 mg/ml (0,97 mM) disolviendo 50 mg 
en 62,65 ml de una mezcla de DMSO, PEG400 y PBS (10% de DMSO, 40% 
de PEG400 y 50% de PBS, añadiendo uno a uno los disolventes en este 
orden). 

• NU-7026 (#HY-15719, MedChemExpress): se trabajó con un stock a 5 mM 
que se obtuvo disolviendo 5mg del compuesto en 3,55 ml de DMSO.  

• SCR7 pirazina (#HY-107845, MedChemExpress): forma estable del inhibidor 
SCR7. se preparó un stock a 50 mM disolviendo 10mg del compuesto en 
601,72 µl de DMSO. 

• Análogos de sulfonamidas: se emplearon los compuestos 38, 42 y 45 
generados en el departamento de Química Farmacéutica de la Universidad de 
Salamanca. Se empleó un stock de estos compuestos a 2 mM disueltos en 
DMSO155.  

• Isocombretastatinas: se empleó el compuesto PILA9 (P9) generado en el 
departamento de Química Farmacéutica de la Universidad de Salamanca. Se 
trabajó con un stock de este compuesto disuelto en DMSO a 2 mM. 

Tabla 5. Fármacos empleados, mecanismo de acción y efecto de éstos a nivel celular. 

Fármaco Mecanismo de acción Efecto celular 

Cloroquina (CQ) Bloqueo de la fusión de los 
autofagosomas con los lisosomas.  Inhibición de la 

autofagia Bafilomicina A1 (Baf) Inhibidor de la H+-ATPasa vacuolar 
(V-ATPasa) 

N-Acetil-L-cisteína 
(NAC) Antioxidante  

Panobinostat (LBH) Inhibidor de histonas deacetilasas Pleiotrópico 

Cisplatino Entrecruzamientos en el DNA Generación de 
daño en el DNA 

Mirin Inhibidor del complejo MRN Inhibición de 
HRR 

VE-821 Inhibidor de ATR Inhibición de la 
respuesta al 

daño del DNA KU-59933 Inhibidor de ATM 
KU-57788 (KU) Inhibidor de DNA-PK Inhibición de la 

reparación por 
NHEJ 

NU-7026 (NU) 
SCR7 pirazina 
(SCR7) Inhibidor de DNA ligasa IV 

Paclitaxel Estabilización de la polimerización de 
los microtúbulos Antimitótico 

38, 42 y 45 Inhibición de la polimerización de los 
microtúbulos. Antimitótico PILA9 (P9) 
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3. Ensayos de viabilidad celular 
Para evaluar el crecimiento celular tras el tratamiento de las líneas celulares de 

cáncer de ovario con los distintos compuestos se emplearon ensayos de viabilidad 
celular empleando sales de tetrazolio, en concreto el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich). Estos ensayos se basan en la detección de 
células metabólicamente activas gracias a las sales de tetrazolio. El MTT presenta un 
color amarillento y da lugar, cuando se metaboliza por la enzima succinato 
deshidrogenasa celular, a un compuesto hidrofóbico de color morado (el formazán). El 
formazán se disuelve posteriormente en DMSO y su intensidad se mide en un 
espectrofotómetro. Esto permite determinar el crecimiento celular, ya que a mayor 
absorbancia ha de existir una mayor cantidad de células metabólicamente activas. 

Para realizar estos ensayos se sembraron 4.000 células en cada pocillo de placas 
de 96 pocillos (100 µl de medio con las células/pocillo) y se dejó que se fijaran a los 
mismos 24 horas. Pasado este tiempo, se trataron con diferentes concentraciones de 
los distintos fármacos (Tabla 6), manteniendo células sin tratar (control negativo) y se 
incubaron 24, 48 y 72 horas. Una vez pasados los tiempos de incubación 
correspondientes se añadió 10 µl de MTT disuelto en PBS, a una concentración de 5 
mg/ml, a cada uno de los pocillos y se incubaron a 37 ºC durante una hora. A 
continuación, se eliminó el medio y el MTT y se solubilizaron los cristales de formazán 
con 100 µl de DMSO. Una vez solubilizados, se midió la absorbancia en el lector de 
placas UltraEvolution (Tecan) a una longitud de onda de 570 nm. Estos ensayos se 
realizaron en las cuatro líneas celulares por duplicado y en cada duplicado se incluyeron 
3 pocillos por cada condición. 

Para todos los tratamientos se calculó la IC50 (concentración que inhibe la 
proliferación un 50%) a las 72 horas de tratamiento empleando el software GraphPad 
(versión 9).  

Tabla 6. Fármacos y concentración a la que se realizaron los ensayos de viabilidad celular. 

Fármaco Concentración 
Cloroquina 10, 25, 50, 75, 100 y 125 µM 
Panobinostat 10, 25, 50, 75, 100 y 150 nM 
Paclitaxel 10, 25, 50, 75, 100, 125 y 150 nM 
Cisplatino 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 25 y 50 µM 
KU-55933 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15 y 20 µM 
VE-821 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15 y 20 µM 
KU-57788 1, 2,5, 5, 10, 15, 25 y 50 µM 
NU-7026 2,5, 5, 10, 20, 37,5 y 50 µM 
SCR7 pirazina 25, 50, 75, 100, 150 y 200 µM 
38 20, 60, 100, 300 y 600 nM 
42 10, 50, 100, 300 y 600 nM 
45 50, 100, 400, 700 y 1000 nM 
PILA9 1, 2,5, 5, 10, 25 y 50 nM 
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4. Ensayos de ciclo celular 
El estudio del ciclo celular en las líneas celulares tumorales de ovario se realizó 

cuantificando el contenido de DNA de las células, tanto tratadas con los distintos 
fármacos como sin tratamiento, por citometría de flujo. Para llevar a cabo estos ensayos, 
se sembró el mismo número de células en placas de 12 pocillos y se cultivaron durante 
24 horas. Pasado este tiempo, se trataron con los distintos fármacos durante 24, 48 y 
72 horas. Asimismo, se mantuvieron placas sin tratar que sirvieron como controles 
negativos. Tras los distintos tiempos de incubación, se recogieron las células, tanto las 
despegadas como las pegadas a la placa (previa tripsinización de las mismas), se fijaron 
en etanol al 70% (en dH2O) y se almacenaron a 4 ºC hasta su posterior uso. Para la 
cuantificación del DNA, las células se rehidrataron con PBS, se marcaron con 50 µg/ml 
de yoduro de propidio (PI) (Sigma Aldrich) y se trataron con 100 µg/ml RNasa A (Roche) 
en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, los perfiles 
del ciclo celular se obtuvieron usando el citómetro BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer 
(BD Biosciences) y los resultados se analizaron con el software del propio citómetro (BD 
Accuri™ C6 Software). Se analizaron al menos 10.000 células por condición y los 
experimentos se realizaron como mínimo por duplicado. 

5. Ensayos de apoptosis 
Los ensayos de apoptosis se llevaron a cabo para determinar la población de 

células vivas, apoptóticas y necróticas tras los distintos tratamientos. Para llevar a cabo 
este estudio se sembraron 30.000 células en placas de 12 pocillos. A las 24 horas de 
incubación, las células se sometieron a los distintos tratamientos, bien en monoterapia 
o combinando diferentes fármacos, y se incubaron durante 72 horas. A continuación, se 
recogieron tanto las células despegadas como las pegadas a los pocillos, previa 
tripsinización de los mismos, y se marcaron con yoduro de propidio y anexina V del kit 
FITC Apoptosis Detection Kit CE (Immunostep), según las indicaciones del fabricante. 
El yoduro de propidio penetra en aquellas células que tengan la membrana celular rota, 
por lo que marca células apoptóticas tardías o necróticas. La anexina V, por su parte, 
se une a la fosfatidilserina, un fosfolípido que se transloca de la monocapa lipídica 
interna a la externa de la membrana plasmática por la acción de una escramblasa y de 
una flipasa durante la muerte celular programada, y se utiliza por tanto como marcador 
de células apoptóticas. Finalmente, las muestras se analizaron por citometría de flujo. 

En el caso de los tratamientos con combinaciones de fármacos, se estudió si el 
efecto de ellos era aditivo, antagónico o sinérgico. Para ello, se calcularon los índices 
de combinación de los distintos tratamientos empleando el software Compusyn 
(ComboSyn, Inc) que se basa en el método de Chou-Talalay156. Un índice de 
combinación superior a 1 indica un efecto antagónico, igual a 1 un efecto aditivo e inferior 
a 1 un efecto sinérgico. 
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6. Análisis de la expresión de proteínas 

6.1. Extracción de proteínas 

Las proteínas fueron extraídas de las distintas líneas celulares tras haberlas 
tratado o no con los distintos fármacos a distintos tiempos (0, 24, 48 y 72 horas). Para 
llevar a cabo esta extracción se recogieron las células de las placas depositadas 
previamente sobre hielo para minimizar la degradación proteica. En primer lugar, se 
aspiró el medio de las placas, se lavaron con PBS y se añadieron 200-500 µl de tampón 
de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Tritón X-100 e 
inhibidores de proteasas (#11697498001, cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, 
Roche) en función del número de células. Las células se recogieron en este tampón con 
la ayuda de un scraper y se añadieron en un tubo eppendorf donde se incubaron en 
hielo durante 30 minutos, dando un vórtex cada 10 minutos para favorecer la rotura de 
las células por lisis mecánica. Pasado este tiempo, se centrifugaron a 14.000 rpm 
durante 15 minutos a 4 ºC de manera que los restos celulares quedan en el pellet y las 
proteínas en el sobrenadante. Los sobrenadantes se transfirieron a un nuevo tubo 
eppendorf y se almacenaron a -80 ºC. 

6.2. Western blot 

Los extractos proteicos fueron cuantificados empleando un ensayo colorimétrico 
basado en el reactivo Bradford, que cambia de color marrón a azul en presencia de 
proteínas. Este cambio modifica su pico máximo de absorción de 465 nm a 590 nm. 
Para la cuantificación, se empleó una recta patrón con concentraciones conocidas de 
albúmina sérica bovina (BSA) (0-750 µg/ml) a partir de la cual se extrapoló el valor de 
la concentración de los distintos extractos. Todo esto se llevó a cabo preparando las 
distintas muestras siguiendo el protocolo del kit Pierce Coomassie (Bradford) Protein 
Assay (#23200, ThermoFisher Scientific). La absorbancia de las muestras se midió a 
570 nm utilizando un lector de placas UltraEvolution (Tecan). 

Una vez cuantificados los extractos, se prepararon las muestras para estudiar las 
distintas proteínas mediante western blot. Para ello, se mezclaron 30 µg de extracto 
proteico en tampón de carga (Tris-HCl 100 mM pH 6,8, 20% glicerol, 4% SDS, 0.05% 
azul de bromofenol y 2% β-mercaptoetanol) y se desnaturalizaron durante 5 minutos a 
95ºC. Con la desnaturalización, se consigue que las proteínas pierdan su estructura 
terciaria y cuaternaria y que se recubran de carga negativa, lo que permite que migren 
al polo positivo cuando se someten a un campo eléctrico. 

Una vez preparadas las distintas muestras, se cargaron junto con un marcador de 
peso molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus, ThermoFisher Scientific) 
en geles SDS-PAGE. Estos geles están compuestos por dos partes formadas por geles 
con un distinto porcentaje de acrilamida. El gel separador, en la parte inferior, se preparó 
a un porcentaje de acrilamida dependiendo del tamaño de las proteínas a separar (8-
12% acrilamida) en un tampón Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 y SDS al 10%, mientras que el gel 
separador, en la parte superior, se preparó al 4% de acrilamida en un tampón Tris-HCl 
0,5 M pH 6,8 y SDS al 10%. En ambos casos, para la polimerización de estos geles se 
empleó AMPS y TEMED. Una vez cargadas las muestras, se realizó una electroforesis 
a 180 V durante unos 75 minutos en un tampón compuesto por Tris 20 mM, glicina 192 
mM y SDS al 1%. 

Una vez separadas las distintas proteínas, éstas fueron transferidas a membranas 
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-PSQ PVDF Membrane, Merck Milipore), 
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previamente activadas con metanol y dH2O, empleando el método de transferencia 
semihúmeda Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad), que aplica un voltaje de 25V 
(1A) durante 30 minutos en un tampón que contiene 25 mM Tris-HCl pH 8,5, 192 mM 
glicina y 20% metanol. Una vez finalizada la transferencia, las membranas fueron 
bloqueadas con una solución de leche desnatada en polvo al 5% en TBS-T (0,1% de 
Tween-20 en TBS) para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos a la membrana. 
Tras el bloqueo, las membranas fueron incubadas a 4 ºC durante toda la noche en una 
solución que contenía el anticuerpo primario preparado a la dilución adecuada en BSA 
al 3% en TBS-T. Posteriormente, se realizaron tres lavados con TBS-T (5, 7 y 10 
minutos) y la membrana se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente con el 
anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) o 
con un fluoróforo (DryLight®). Tras esta incubación, se realizaron otros tres lavados con 
TBS-T y se procedió al revelado. Para ello, se empleó un sistema de 
quimioluminiscencia basado en la oxidación de luminol en presencia de peróxido de 
hidrógeno (Pierce™ ECL Western Blotting Substrate, ThermoFisher Scientific) y 
posterior exposición de las membranas a películas fotosensibles de autorradiografía 
(Fujifilm) para la detección de las proteínas. En otras ocasiones, el revelado se llevó a 
cabo mediante el empleo de un sistema basado en la detección de fluorescencia 
infrarroja. En estos casos se utilizó un equipo Odyssey® Infrared Imaging System 9120 
(LI-COR Bioscience). Los niveles de expresión de las proteínas en las diferentes 
muestras se calcularon empleando el software ImageJ (versión 1.53q). 

6.3. Detección de ɑ-tubulina acetilada mediante citometría de flujo 

Las distintas líneas celulares de cáncer de ovario fueron tratadas o no con 
Panobinostat, el compuesto 38 o ambos compuestos durante 24 horas. Pasado el 
tiempo de tratamiento, las células se recogieron previa tripsinización en PBS en un tubo 
de citómetro. Después, se centrifugaron a 1.800 rpm durante 3 minutos, se aspiraron 
los restos de PBS y el pellet de células se fijó resuspendiéndolo en 100 µl de 
formaldehído al 4% precalentado a 37 ºC durante 10 minutos. Posteriormente, se 
añadieron 500 µl de PBS staining (PBSst, PBS con 0,5% de FBS, 0,5% BSA y 0,01% 
de azida sódica) con EDTA 2,5 mM para detener el fijado y se volvieron a centrifugar las 
células. Tras la centrifugación, se eliminaron los restos de formaldehído y se 
resuspendió el pellet en 100 µl de PBSst con 2,5 mM de EDTA. Estos tubos se 
almacenaron a 4 ºC para su posterior uso.  

Para la detección de los niveles de ɑ-tubulina acetilada, se añadieron 500 µl de 
PBSst con EDTA 2,5 mM a cada tubo y se volvieron a centrifugar las células. El pellet 
se resuspendió en 100 µl de una solución de Tritón X-100 al 0,02% diluido en buffer 
PHEM (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 2% BSA, 0,05% 
azida, pH 6,9) para la permeabilización de la membrana de las células. Después de 10 
minutos de permeabilización, se añadieron otros 500 µl de TBS y se volvieron a 
centrifugar las células para eliminar los restos de Tritón. A continuación, se eliminó el 
sobrenadante y el pellet se resuspendió en 100 µl de anticuerpo primario (anti-ɑ-tubulina 
acetilada, 1:1.000) diluido en buffer PHEM y se incubó durante 30 minutos. 
Posteriormente, se eliminaron los restos de anticuerpo primario, añadiendo otros 500 µl 
de TBS y centrifugando. Tras esta centrifugación, se resuspendió el pellet en 100 µl de 
anticuerpo secundario (1:1.000) y se incubó durante 30 minutos en oscuridad. Después, 
se eliminaron los restos de anticuerpo secundario subiendo el volumen con TBS y 
centrifugando. El pellet se resuspendió en 100 µl de PBSst con EDTA 2,5 mM y se 
almacenó a 4 ºC protegido de la luz para evitar que se pierda la fluorescencia. Por último, 
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las muestras se analizaron en el citómetro de flujo BD FACSAria III y los resultados se 
analizaron con el software FlowJo (versión 10). 

En la Tabla 7, se muestran los distintos anticuerpos empleados en este trabajo. 

Tabla 7. Anticuerpos empleados en este trabajo para western blot 

Anticuerpo Casa 
comercial Tipo Origen Dilución Tamaño 

(kDa) 

p62 Abcam 
(ab109012) Primario Rabbit 1:1.000 62 

LC3B 
Novus 

Biologicals 
(NB600-1384) 

Primario Rabbit 1:1.000 
LC3B-I: 19 

LC3B-II: 17 

Beclin-1 Cell Signaling 
(3738S) Primario Rabbit 1:1.000 60 

β-actina Sigma-Aldrich 
(A5441) Primario Mouse 1:10.000 42 

Ku70 
Santa Cruz 

Biotechnology 
(sc-5309) 

Primario Mouse 1:1.000 70 

Ku80 
Santa Cruz 

Biotechnology 
(sc-56136) 

Primario Mouse 1:2.000 86 

ɑ-tubulina acetilada Sigma-Aldrich 
(T7451) Primario Mouse 1:1.000 50 

ɑ-tubulina total Sigma-Aldrich 
(T6199) Primario Mouse 1:5.000 50 

Amersham ECL 
Mouse IgG, HRP-
linked whole Ab 

GE Healthcare 
(NXA931) Secundario Sheep 1:10.000  

Goat anti-Mouse 
IgG (H+L), 

DyLight® 680 
Invitrogen 
(35518) Secundario Goat 1:10.000  

Goat Anti-Rabbit 
IgG H&L (HRP) 

Abcam 
(ab205718) Secundario Goat 1:10.000  

Goat anti-Rabbit 
IgG (H+L) 

Secondary 
Antibody, DyLight® 

800 4X PEG 

Invitrogen 
(SA5-35571) Secundario Goat 1:10.000  

Alexa Fluor 488 
donkey anti-mouse 

IgG (H+L) 

Molecular 
Probes 

(A21202) 
Secundario Donkey 1:1.000  
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7. Ensayos de detección de especies reactivas de oxígeno 
Para la detección de especies reactivas de oxígeno se emplearon ensayos 

basados en el marcaje de éstas con la sonda 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-
DA). El DCFH-DA es una sonda no fluorescente capaz de atravesar la membrana 
celular. Una vez en el interior celular, se hidroliza por las esterasas celulares 
generándose un anión DCFH que se mantiene en el interior de la célula. Cuando este 
anión se oxida gracias a las ROS genera un producto fluorescente, la 
diclorofluoresceina. La fluorescencia que emite se puede medir mediante citometría de 
flujo.  

Para tratamientos cortos, las distintas líneas celulares se sembraron en placas de 
6 pocillos (250.000 células/pocillo) y se incubaron 24 horas para su adhesión. 
Posteriormente, se recogieron en un tubo de citómetro, previa tripsinización, en su 
medio correspondiente sin FBS y se marcaron con 5 μM de DCFH-DA durante 30 
minutos a 37 ºC en oscuridad en una atmósfera con el 5% de CO2. Pasado este tiempo, 
las células se trataron con distintas concentraciones de cloroquina, NAC y Panobinostat 
durante 15 minutos. A continuación, se centrifugaron los tubos a 1.500 rpm durante 5 
minutos para eliminar el medio, que contenía el fármaco y la sonda, y se lavaron las 
células con PBS dos veces. Una vez hecho esto, se midió la fluorescencia en el 
citómetro de flujo Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer.  

En el caso de tratamientos largos, se sembraron las distintas líneas celulares en 
placas de 6 pocillos (250.000 células/pocillo) y se incubaron 24 horas para su adhesión. 
A continuación, se trataron con las distintas concentraciones de cloroquina y 
Panobinostat y se dejaron 24 horas con el tratamiento. Pasado este tiempo, las células 
se recogieron en un tubo de citómetro, previa tripsinización, en su medio 
correspondiente sin FBS y se marcaron con 5 μM de DCFH-DA durante 30 minutos a 
37 ºC en oscuridad en una atmósfera con el 5% de CO2. Posteriormente, se 
centrifugaron los tubos a 1.500 rpm durante 5 minutos para eliminar el medio y se 
lavaron las células con PBS dos veces. Una vez hecho esto, se midió la fluorescencia 
en el citómetro. 

Como control positivo de estos experimentos se trataron células con H2O2 1 mM 
durante 15 minutos, tras lo cual se marcaron con la sonda DCFH-DA y se procesaron 
del mismo modo que las muestras a testar. Cada experimento se llevó a cabo al menos 
por triplicado para confirmar los resultados. 

8. Ensayos funcionales de reparación por recombinación 
homóloga 

Para llevar a cabo ensayos funcionales de recombinación homóloga se generó 
una línea celular de cáncer de ovario (SK-OV-3-HR) que porta un cassette reportero 
integrado en su genoma157. Este cassette presenta un sitio de corte para una 
endonucleasa (I-SceI) que es capaz de generar una rotura de doble cadena. Cuando se 
produce la rotura en esta región, aquellas células capaces de repararla mediante 
recombinación homóloga expresarán GFP emitiendo fluorescencia verde.  

Para la generación de esta línea celular, la línea celular SK-OV-3 fue transfectada 
con 1 µg del plásmido pHR linealizado previamente mediante digestión con la enzima 
NheI (Figura 11)157 y purificado por columna con GeneJET PCR Purification Kit (K0701, 
ThermoFisher Scientific). Pasados tres días, se añadió geneticina (G418) a una 
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concentración de 500 µg/ml para seleccionar aquellas células que hubieran integrado la 
construcción. La selección se refrescó cada 48 horas y tras tres semanas se obtuvieron 
pools estables de células resistentes a G418.  

Para medir la eficiencia de reparación por recombinación homóloga, se empleó 
tanto la línea celular SK-OV-3-HR como una línea celular de mieloma múltiple (JJN3-
HR), generada previamente en el laboratorio, que había mostrado ser un buen modelo 
para medir esta eficiencia158,159. Ambas líneas se pretrataron 24 horas con distintas 
concentraciones de Panobinostat (5, 7 o 10 nM). A continuación, se cotransfectaron 106 
células con 5 µg de un plásmido que expresa la endonucleasa I-SceI y 0,5 µg del 
plásmido pDsRed-N1, que expresa la proteína roja fluorescente y permite corregir las 
diferencias en las eficiencias de transfección. Tras la transfección, las células se 
incubaron otras 72 horas más con las mismas concentraciones de Panobinostat o un 
inhibidor de HRR (Mirin 50 µM). La fluorescencia verde (GFP) y roja (dsRed) que emiten 
las células se midió por citometría de flujo empleando el citómetro Accuri™ C6 Plus Flow 
Cytometer y la eficiencia de recombinación homóloga se calculó como el ratio de células 
GFP+ y DsRed+. 

Todas las transfecciones se llevaron a cabo utilizando el equipo Amaxa 
Nucleofector (Lonza) y el buffer 1SM160. Los programas usados fueron los siguientes: V-
005 para la línea SK-OV-3 y T-016 para la línea JJN3.  

9. Ensayos funcionales de reparación mediante unión de 
extremos no homólogos 

Para el estudio de la reparación mediante NHEJ tras el tratamiento con 
Panobinostat se emplearon dos estrategias en líneas celulares derivadas de cáncer de 
ovario. La primera estrategia consiste en un ensayo extracromosómico basado en la 
capacidad de las células de recircularizar el plásmido pEGFP-Pem1-Ad2 previamente 
digerido con distintas enzimas de restricción. La segunda aproximación consistió en la 
generación de líneas celulares reporteras de NHEJ gracias a la integración en el 
genoma de un cassette que permite la detección de este tipo de reparación (Figura 
12)157,161. Este cassette presenta un sitio de corte para una endonucleasa (I-SceI) la cual 
es capaz de generar una rotura de doble cadena. Cuando se produce la rotura en esta 
región, aquellas células capaces de repararla mediante NHEJ expresan GFP emitiendo 
fluorescencia verde. 

Para el ensayo extracromosómico, el plásmido pEGFP-Pem1-Ad2 fue digerido 
con dos enzimas de restricción distintas: HindIII o I-SceI. La digestión con estas enzimas 
elimina la secuencia Ad2 del interior del intrón Pem1, generando extremos compatibles 
(HindIII) o incompatibles (I-SceI). Cuando este plásmido es tranfectado en células con 
capacidad de reparar por NHEJ, se recirculariza y se recupera la expresión de EGFP. 
Para evaluar la eficiencia de NHEJ, las líneas celulares IGROV-1 y SK-OV-3 se 

Figura 11. Cassette reportero de HRR integrado en las distintas líneas celulares tumorales. 
Adaptado de referencia153. 
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pretrataron 24 horas con distintas concentraciones de Panobinostat (20 y 30 nM) o un 
inhibidor de NHEJ, el NU-7026 (30 µM), como control positivo del experimento. A 
continuación, se cotransfectaron 106 células con 0,5 µg del plásmido linealizado con las 
distintas enzimas o circularizado sin el intrón Ad2 (pEGFP-Pem1, resultado de la 
religación del plásmido pEGFP-Pem1-Ad2 digerido con HindIII) y 0,5 µg del plásmido 
pDsRed-N1 que nos permite corregir las diferencias en las eficiencias de transfección. 
Tras la transfección, las células se volvieron a tratar 72 horas con las mismas 
concentraciones de Panobinostat o NU-7026. Pasado este tiempo, la fluorescencia 
verde (GFP) y roja (dsRed) emitida por las células se midió por citometría de flujo. A 
continuación, se calculó el ratio de células GFP+/DsRed+ para corregir las diferencias 
en las eficiencias de transfección y una vez obtenidos se calculó la eficiencia de 
reparación por NHEJ dividiendo el ratio de las células GFP+/DsRed+ obtenido de las 
transfecciones con el plásmido lineal entre el obtenido cuando se empleó el plásmido 
pEGFP-Pem1.  

Para la generación de las líneas celulares reporteras de NHEJ, las líneas celulares 
IGROV-1 y SK-OV-3 fueron transfectadas con 0,5 µg de plásmido pNHEJ linealizado 
gracias a la digestión con la enzima NheI (Figura 12)157 y purificado por columna. 
Pasadas 72 horas, se añadió geneticina (G418) a una concentración de 500 µg/ml para 
seleccionar aquellas células que hubieran integrado la construcción. La selección se 
refrescó cada 48 horas y tras tres semanas se obtuvieron pools estables de células.  

Para medir la eficiencia de NHEJ, las líneas celulares SK-OV-3-NHEJ e IGROV-
1-NHEJ se pretrataron 24 horas con distintas concentraciones de Panobinostat (20 y 30 
nM) o NU-7026 (30µM). Tras este tiempo, se cotransfectaron 106 células con 5 µg de un 
plásmido que expresa la endonucleasa I-SceI y 0,5 µg del plásmido pDsRed-N1 que 
nos permite corregir las diferencias en las eficiencias de transfección. Tras la 
transfección, las células se incubaron otras 72 horas más con las mismas 
concentraciones de Panobinostat o NU-7026. Acabado el tratamiento, se midió la 
fluorescencia verde y roja emitida por las células por citometría de y la eficiencia de 
reparación mediante NHEJ se calculó como el ratio de células GFP+/ DsRed+. 

Todas las transfecciones se llevaron a cabo en el equipo Amaxa Nucleofector 
(Lonza), empleando el buffer 1SM160. Los programas usados fueron los siguientes: V-
005 para la línea SK-OV-3 y X-001 para la línea IGROV-1. 

Figura 12. (A) Mapa del plásmido pEGFP-Pem-Ad2. (B) Cassette reportero de NHEJ integrado 
en las distintas líneas celulares tumorales. Adaptada de referencia153,157. 

A B 
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10. Ensayos de inmunofluorescencia 
Para observar la distribución celular y la expresión de las proteínas de interés en 

las líneas celulares con los distintos tratamientos se emplearon ensayos de 
inmunofluorescencia. Se llevaron a cabo dos procedimientos distintos para la 
preparación de las muestras, en función de las proteínas a marcar, y la obtención de las 
imágenes se llevó a cabo en un microscopio de inmunofluorescencia confocal o bien en 
un microscopio de inmunofluorescencia de campo amplio. Los dos protocolos se 
detallan a continuación: 

10.1. Protocolo de inmunofluorescencia seguido de microscopia 
confocal 

Para observar la distribución celular y la expresión de las proteínas ɑ-tubulina, 
LC3B, γH2AX y Rad51 en las distintas líneas celulares con los distintos tratamientos, se 
sembraron 150.000 células por pocillo sobre cubreobjetos redondos de cristal de 12 mm 
de diámetro en placas de 6 pocillos y se dejaron 24 horas para que las células se fijaran 
a los cristales. Tras este tiempo, se añadieron los tratamientos correspondientes, 
manteniendo en todos los casos células sin tratar, y se incubaron el tiempo de 
tratamiento requerido. Pasados los distintos tiempos de incubación, las células se fijaron 
con una solución de paraformaldehído al 4% durante 10 minutos (2 ml/pocillo) en hielo. 
A continuación, los cubreobjetos se colocaron en cámaras húmedas y se 
permeabilizaron las células con una solución de Tritón-X 100 (Boehringer Mannheim) al 
0,5% diluido en PBS durante 10 minutos (100 µl/cubre) en hielo. Posteriormente, se 
bloquearon durante 30 minutos con una solución de BSA (Sigma-Aldrich) en PBS al 
10% (100 µl/cubre). Una vez finalizado el bloqueo, los cubreobjetos se incubaron 
durante 90 minutos a temperatura ambiente con los correspondientes anticuerpos 
primarios (30 μl de BSA en PBS al 3% conteniendo la dilución apropiada de los 
anticuerpos). Finalizada la incubación, se volvieron a incubar durante 60 minutos en 
oscuridad con 30 µl de los anticuerpos secundarios correspondientes disueltos en una 
solución de BSA en PBS al 1%. Posteriormente, los núcleos de las células se tiñeron 
durante 5 minutos en oscuridad con una dilución que contenía 0,5 µg/ml de 
dihidroclorhidrato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Roche) (75 µl/cubre). El DAPI 
es un agente que se une fuertemente a regiones del DNA enriquecidas en adenina y 
timina. Tras esta incubación, se montaron los cubreobjetos sobre los portaobjetos 
empleando el agente Mowiol (Calbiochem), que actúa como un pegamento. Los 
portaobjetos se mantuvieron en oscuridad y 4 ºC hasta que se visualizaron en el 
microscopio confocal. Las células fueron visualizadas y analizadas gracias al 
microscopio confocal LEICA SP5 DMI-6000V (Leica Microsystems) acoplado a un 
ordenador con el software LEICA LAS AF con un aumento de 63x. 

10.2. Protocolo de inmunofluorescencia seguido de microscopia de 
campo amplio 

Para los análisis de ɑ-tubulina y ɑ-tubulina acetilada, los cubreobjetos se trataron 
previamente con 2 µg/ml de fibronectina durante tres horas. La fibronectina facilita la 
unión y proliferación de las células en los cubreobjetos. Posteriormente, las células se 
sembraron y se permitió que se fijaran a los cubreobjetos 24 horas, tras lo cual se 
pusieron los tratamientos correspondientes. Pasado el tiempo de tratamiento, las células 
se fijaron 10 minutos empleando una solución de paraformaldehído al 4% en PBS. A 
continuación, se permeabilizaron con una solución al 0,1% de Tritón-X 100 durante 10 
minutos. Tras la permeabilización, los cubreobjetos se bloquearon durante 30 minutos 
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con 100 µl de buffer PHEM tras lo que se incubaron con los anticuerpos primarios frente 
a ɑ-tubulina acetilada o la ɑ-tubulina total diluidos en buffer PHEM durante 120 minutos 
a temperatura ambiente. El buffer PHEM se emplea en inmunoensayos ya que ayuda a 
preservar los microtúbulos, y con ello la estructura celular. Finalizada la incubación con 
el anticuerpo primario, se incubaron durante 30 minutos con el anticuerpo secundario 
faloidina acoplada a Alexa Fluor 568, que permite el marcaje de la actina, y Hoechst, 
que tiñe el DNA, diluido en el buffer PHEM durante 30 minutos a 37ºC. Finalmente, se 
montaron los cubreojetos sobre los portaobjetos empleando el medio de montaje 
ProLong™ Glass Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific) y las células se 
visualizaron y analizados con el microscopio de inmunofluorescencia Leica THUNDER 
(Leica Microsystems). 

Los anticuerpos empleados se muestran en la siguiente tabla: 

Tabla 8. Anticuerpos empleados para los ensayos de inmunofluorescencia. 

Anticuerpo Casa comercial Tipo Origen Dilución 

γH2AX Sigma-Aldrich 
(05-636) Primario Mouse 1:1.000 

Rad51 Sigma Aldrich 
(PC130) Primario Rabbit 1:1.000 

LC3B 
Novus 

Biologicals 
(NB600-1384) 

Primario Rabbit 1:200 

ɑ-tubulina 
acetilada 

Sigma-Aldrich 
(T7451) Primario Mouse 1:1.000 

ɑ-tubulina Sigma-Aldrich 
(T6199) Primario Mouse 1:200 

Alexa Fluor 488 
donkey anti-

mouse IgG (H+L) 

Molecular 
Probes 

(A21202) 
Secundario Donkey 1:400/1:1.000 

Alexa Fluor 594 
goat anti-rabbit 

IgG (H+L) 

Molecular 
Probes 

(A11037) 
Secundario Goat 1:400 

Alexa Fluor™ 568 
Phalloidin 

Molecular 
Probes 

(A12380) 

Primario 
conjugado a 

Alexa Fluor™ 568 
 1:1.000 
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11. Generación de líneas celulares de ovario que 
expresan la luciferasa 

 Para la monitorización de los tumores en un modelo xenograft en ratón se 
construyeron tres líneas celulares de cáncer de ovario que expresan la luciferasa 
(A2780-Luc, OVCAR-8-Luc, SK-OV-3-Luc). Para su construcción se empleó el vector 
lentiviral pLenti CMV Puro LUC (w168-1) (#17477, 
addgene) (Figura 13). Este es un vector lentiviral de 
tercera generación que presenta un promotor constitutivo 
del citomegalovirus (CMV), puromicina como marcador de 
selección para células de mamífero y ampicilina como 
marcador de selección para bacterias. Bajo el control de 
este promotor, se encuentra la información para codificar 
la proteína luciferasa. La luciferasa es una proteína que 
reacciona con la luciferina, en presencia de oxígeno, 
generando oxiluciferina que emite luz. La intensidad de 
luminiscencia se emplea en modelos in vivo para estimar 
el tamaño del tumor y también para observar su 
localización.  

Para la producción de los lentivirus se empleó la línea celular no tumoral HEK293T 
y se realizó mediante el protocolo de cloruro cálcico (CaCl2). En primer lugar, se realizó 
un pase de la línea HEK293T y se sembraron en placas nuevas a una densidad de 2·106 
células/placa. Además, se realizó un pase de las líneas celulares que posteriormente se 
van a infectar con los lentivirus generados por la línea HEK293T de tal manera que 
alcancen un 80% de confluencia el día de la infección. Al día siguiente, se preparó una 
mezcla con los vectores de empaquetamiento y transferencia: 7,5 µg del plásmido 
psPAX2 (#12260, addgene), 2,5 µg del plásmido pMD2.G (#12259, addgene) y 10 µg 
del vector pLenti CMV Puro LUC y se completó con dH2O hasta alcanzar un volumen 
de 436 µl. Después, se añadieron 64 µl de CaCl2 2 M llevando el volumen final de la 
solución a 500 µl. Posteriormente se añadieron 500 µl de HBS 2X (0,28 M NaCl, 0,05 M 
HEPES, 1,5 M Na2HPO4, pH 7). Este reactivo se añadió gota a gota sobre la solución 
preparada anteriormente mientras se realizaba un burbujeo de la misma. La mezcla se 
dejó incubar 5 minutos a temperatura ambiente y se añadió a las células HEK293T gota 
a gota por toda la placa (el medio presente en las placas de cultivo se había cambiado 
dos horas antes de poner la mezcla). A continuación, se agitó la placa para distribuir 
homogéneamente la mezcla y las células se incubaron durante toda la noche. A las 24 
horas se cambió el medio y a las 48 horas de transfección se recogió el sobrenadante 
de la placa de células HEK293T donde se encontraban los lentivirus producidos. A dicha 
placa de HEK293T se le volvieron a añadir 10 ml de medio fresco, con el fin de nuevos 
generar lentivirus que se pudieran recoger al día siguiente. El sobrenadante obtenido se 
filtró con un filtro de 0,45 µm para eliminar cualquier resto celular y se añadió 7,5 µl de 
polibreno (10 mg/ml). Este sobrenadante se empleó para infectar las líneas celulares de 
interés (A2780, OVCAR-8 y SK-OV-3). Para ello, se aspiró el medio de las placas, se 
lavaron con PBS y se añadió el sobrenadante viral con el polibreno. Pasadas 24 horas, 
se repitió la recogida de sobrenadante, su filtrado y la adición de polibreno para volver 
a infectar las células y mejorar así la proporción de células infectadas. A las seis horas, 
se cambió el medio de las líneas celulares de ovario, dejándolas en el medio habitual 
para su cultivo. Pasadas 72 horas, se refrescó el medio de las líneas celulares de ovario 
y se añadió puromicina a una concentración de 2 µg/ml para seleccionar aquellas células 

Figura 13. Esquema del 
vector lentiviral pLenti CMV 
Puro LUC (w168-1). Fuente: 
addgene. 
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que hubieran sido infectadas y estuvieran expresando la luciferasa. La selección se 
refrescó cada 48 horas y tras tres semanas se obtuvieron pools estables de células.  

Para comprobar que estas líneas celulares (A2780-Luc, OVCAR-8-Luc y SK-OV-
3-Luc) expresaban la luciferasa, se recogieron previa tripsinización y centrifugación en 
100 µl PBS y se pasaron a tubos de citómetro. Asimismo, se recogieron las líneas 
celulares originales y se midió la bioluminiscencia basal en un luminómetro. A 
continuación, se añadió 1 µl de luciferina (13,5 mg/ml de PBS) (#LUCK-500, GoldBio), 
a todos los tubos y se midió la bioluminiscencia que emitían tras la adición de este 
compuesto.  

12. Modelo xenograft de cáncer de ovario 
Para los estudios in vivo de fármacos se empleó un modelo xenograft en ratones 

inmunodeprimidos a los que se les inyectaron de manera subcutánea líneas celulares 
de cáncer de ovario. Este estudio se encuadra en el proyecto “Nuevas estrategias de 
letalidad sintética en cáncer de ovario” y dispone de un informe favorable del Comité de 
Bioética de la Universidad de Salamanca (Nº Registro: 724, 11 de noviembre de 2021) 
cumpliendo los requisitos del RD 53/13. 

En concreto para este estudio, se emplearon hembras de ratones 
inmunodeprimidos Cd1® nude/nude (#086, Charles River) de 5-6 semanas que se 
mantuvieron en la zona libre de patógenos específicos (SPF) del edificio Departamental 
de la Universidad de Salamanca. Estos ratones carecen de timo por lo que no son 
capaces de producir linfocitos T. Los ratones fueron inyectados, vía subcutánea, con 
3·106 células de la línea celular A2780 que expresa la luciferasa (A2780-Luc). Las 
células fueron recogidas mediante tripsinización y centrifugación y se resuspendieron a 
una concentración de 6·107 células/ml en medio RPMI con un 10% de suero fetal bovino 
y un 1% de penicilina/estreptomicina. A continuación, se añadió el mismo volumen de 
Matrigel (#356234, ThermoFisher) previamente descongelado en hielo para mantenerlo 
en forma líquida. Finalmente, se inyectaron 100 µl de las células en el flanco derecho 
de cada uno de los ratones, previamente anestesiados con isoflurano inhalado. Para 
ello se emplearon jeringuillas de 1 ml y agujas de 25 g. Una vez inyectadas las células, 
se controló la evolución del tamaño del tumor, así como el estado de salud de los 
animales cada dos días.  

Cuando el tumor alcanzó un tamaño medio de 50-100 mm3, se procedió a la 
randomización de los ratones en 4 grupos de 8. No obstante, se eliminaron del estudio 
aquellos animales con tumores excesivamente grandes o pequeños, por lo que 
quedaron 3 grupos de 7 y uno de 8. El primer grupo fue el control al que se administró 
solamente el solvente de los fármacos. El segundo grupo fue el tratado con cloroquina 
(25 mg/kg disuelto en PBS, 3 días a la semana), el tercero fue tratado con el inhibidor 
de NHEJ KU-57788 (4 mg/kg disuelto en 5% de DMSO, 37,5% de PEG400 y 57,5% de 
PBS, diario) y el cuarto fue el tratado con cloroquina (25 mg/kg, 3 días a la semana) y el 
inhibidor KU-57788 (4 mg/kg, diario). El tratamiento tuvo una duración de 2 semanas y 
se realizó por vía intraperitoneal en todos los casos. Durante este tiempo, se controló el 
peso y el volumen del tumor cada dos días. Para el cálculo del volumen de tumor se 
empleó la siguiente fórmula: Volumen=π x diámetro mayor x diámetro menor2/6. 
Asimismo, se realizó un control de la bioluminiscencia de las células del tumor al inicio 
del tratamiento y a los nueve días del comienzo del tratamiento. Para ello se inyectó 
luciferina (13,5 mg/ml) por vía intraperitoneal (10 µl luciferina/g ratón) y a los 10 minutos, 
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estando los ratones bajo anestesia inhalatoria (isoflurano) se leyeron los resultados de 
bioluminiscencia en el aparato de bioluminiscencia Xenogen IVIS® Spectrum In Vivo 
Imaging System (PerkinElmer). 

Los ratones fueron sacrificados 24 horas después del final del tratamiento o 
cuando los ratones perdieron más del 20% de su peso inicial o sufrieron taquipnea, 
costados hundidos, diarrea crónica, ulceración del tumor o el tumor alcanzó un tamaño 
superior a 1500 mm3, de acuerdo con el criterio de punto final del estudio. 

13. Análisis estadístico 
Los datos obtenidos se analizaron usando el software jamovi (versión 2.2.5.0 

Mac)162. En primer lugar, se empleó el test de Saphiro-Wilk para determinar si los 
distintos conjuntos de datos seguían una distribución normal y el test de Levene para 
comprobar la homogeneidad de la varianza. En el caso de muestras con distribución 
normal, para determinar si existen diferencias estadísticamente significativas entre dos 
grupos se llevó a cabo un análisis estadístico mediante la distribución de t-Student y 
para varios grupos se realizó un análisis ANOVA con un análisis post-hoc empleando la 
prueba de Tukey. Para muestras con distribución no normal, se empleó un test U-Mann 
Whitney para la comparación de dos grupos, y para varios grupos la prueba de Kruskal-
Wallis con un análisis post-hoc utilizando el test Dwass-Steel-Critchlow-Fligner (DSCF). 
Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando el p-valor 
obtenido fue inferior a 0,05 (*p-valor<0,05; **p-valor<0,01; ***p-valor<0,001). 
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CAPÍTULO 1: Efecto de la combinación de cloroquina y 
Panobinostat en líneas celulares de cáncer de ovario 

Como se comentó en el apartado de hipótesis y objetivos, los inhibidores de 
histona deacetilasa (HDACi) suponen una estrategia terapéutica prometedora en el 
tratamiento de distintos tipos de tumores163. El Panobinostat es un HDACi que fue 
aprobado por la Agencia Europea del Medicamento para el tratamiento del mieloma 
múltiple en 2015. Estos fármacos inhiben las HDACs, reguladores críticos de la 
expresión génica, lo que promueve la activación de múltiples genes que aparecen 
silenciados en tumores humanos164. Estos agentes también ejercen otra serie de efectos 
celulares como son la expresión de genes pro-apoptóticos, la diferenciación celular, la 
parada del ciclo celular, la alteración de la reparación del DNA y la inducción del proceso 
de autofagia159,163,165–169. Este último, en vez de tener un efecto antitumoral, parece ser 
un mecanismo de resistencia a fármacos, ya que permitiría a las células tumorales 
reciclar sus proteínas y orgánulos dañados para generar energía y evitar la muerte 
celular170. Por esta razón, múltiples autores han analizado el efecto de la combinación 
de HDACi con fármacos inhibidores del proceso de autofagia, como la cloroquina, y han 
encontrado un efecto sinérgico en distintas líneas celulares (cáncer de mama, de colon, 
de neuroblastoma o de leucemia)171–176. 

La cloroquina, como se comentó previamente, se ha empleado para el tratamiento 
de la malaria; sin embargo, en los últimos años se ha comenzado a usar también para 
el tratamiento de distintas enfermedades inflamatorias o autoinmunes177. A nivel celular, 
la cloroquina es una base débil que puede aumentar el pH de los compartimentos 
celulares, por lo que podría bloquear el proceso autofágico al aumentar el pH del 
lisosoma. No obstante, también se ha descrito que puede inhibir este proceso alterando 
la fusión del autofagosoma y el lisosoma178. Existen múltiples ensayos clínicos donde la 
cloroquina ha mostrado aumentar la eficacia de tratamientos antitumorales, si bien, no 
está claro que este efecto solo se deba solamente a la alteración de la autofagia154,179,180.  

 Teniendo en cuenta estos antecedentes, se decidió caracterizar el efecto de la 
cloroquina y el panobinostat en distintas líneas celulares de cáncer de ovario. En primer 
lugar, se estudió el efecto individual de los estos dos fármacos para, a continuación, 
analizar el efecto de la combinación. Los resultados obtenidos fueron publicados 
recientemente181 (Anexo I) y se describen a continuación. 

1.1. La cloroquina inhibe la proliferación celular, induce apoptosis y 
bloquea la autofagia en líneas celulares de cáncer de ovario 

En primer lugar, se decidió estudiar el efecto de la cloroquina (CQ) en la 
proliferación de cuatro líneas celulares de cáncer de ovario (A2780, IGROV-1, OVCAR-
8 y SK-OV-3). Para ello se emplearon diferentes concentraciones de este fármaco y se 
midió la viabilidad celular, en presencia o ausencia de CQ, a distintos tiempos mediante 
ensayos MTT. Asimismo, se calculó la IC50 a las 72 horas de tratamiento. El resultado 
obtenido se resume en la Figura 14. Puede observarse cómo la CQ afectó a la 
proliferación de las cuatro líneas celulares de una manera dependiente de dosis y 
tiempo. Las líneas celulares estudiadas mostraron distinta sensibilidad al fármaco, 
siendo la línea A2780 la más sensible (IC50=12,31µM) y la línea IGROV-1 la más 
resistente (IC50=29,05µM). 
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 Una vez caracterizado su efecto en la proliferación celular, se estudió el efecto de 
este fármaco en el ciclo celular. Encontramos que no existían grandes diferencias entre 
los perfiles de ciclo celular de las células tratadas y no tratadas con CQ. Únicamente se 
detectó un aumento en la fase G0/G1 a 24 horas de tratamiento en algunas líneas 
celulares, y un leve aumento en la muerte celular (sub-G0) en las distintas líneas 
celulares (Figura 15).   

Para determinar si el efecto citotóxico observado se debía a la inducción de 
apoptosis, se llevó a cabo un marcaje con anexina V y yoduro de propidio (PI) y la 
fluorescencia celular se determinó mediante citometría de flujo. Encontramos que el 
tratamiento con cloroquina indujo apoptosis de una manera dosis dependiente, siendo 
la línea A2780 la más sensible (Figura 16). 
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Figura 14. Efecto de la cloroquina en el ciclo celular. Panel superior: ciclo celular tras el 
tratamiento con CQ (50 µM) durante 72h. Panel medio: distribución de ciclo celular tras 24, 48 y 
72 horas comparando las células tratadas con 50 µM de CQ con las no tratadas excluyendo la 
población sub-G0. Panel inferior: porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 48 y 72 horas 
de tratamiento con 50 µM de CQ. Los datos mostrados corresponden a la media de tres 
experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los 
datos (**p < 0,01; *p < 0,05). 
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Figura 15. Efecto de la cloroquina en la proliferación de las líneas celulares de cáncer de ovario. 
Las distintas líneas celulares se trataron con las dosis de CQ indicadas durante 24, 48 y 72 horas 
tras lo que se midió la viabilidad celular. Los datos mostrados corresponden a la media de tres 
experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los 
datos. 
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 La cloroquina es un conocido inhibidor del proceso de autofagia178, por lo que se 
estudió este proceso mediante el análisis de la expresión de distintas proteínas 
implicadas en esta vía (p62, Beclin-1 y LC3B) mediante western blot. El tratamiento con 
cloroquina aumentó los niveles de LC3B-II, Beclin-1 y p62 (excepto en la línea IGROV-
1). Estos resultados sugieren que el proceso de autofagia está bloqueado178,179. Para 
confirmarlo, se llevó a cabo un estudio de LC3B mediante inmunofluorescencia. De esta 
manera se observó una clara acumulación de autofagosomas en el citoplasma celular 
(Figura 17) tras el tratamiento con CQ. 
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Figura 17. Efecto de la cloroquina en el proceso de autofagia. (A) Niveles de las proteínas de 
autofagia después del tratamiento con 25 o 50 µM de CQ durante 24, 48 o 72 horas. Los niveles 
de β-actina se emplearon como control de carga. Los valores se normalizaron con los 
correspondientes a 0h que se tomaron como 100. (B) Inmunofluorescencia de LC3B después del 
tratamiento durante 72h con 25 µM de CQ. 
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Figura 16. Efecto de la cloroquina en la supervivencia celular. Las distintas líneas celulares se 
trataron con las dosis de CQ indicadas y posteriormente se marcaron con yoduro de propidio y 
anexina V. Se muestran dot plots en los que se observa el porcentaje de células apoptóticas 
(anexina V positivas) y necróticas (PI positivas). La supervivencia celular tras los tratamientos se 
muestra en el gráfico de la derecha donde los datos representados corresponden a la media de 
tres experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los 
datos. 
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1.2. El Panobinostat inhibe la proliferación celular e induce parada 
en la fase G2/M del ciclo celular, apoptosis y autofagia en líneas 
celulares de cáncer de ovario 

Una vez estudiado el efecto de la cloroquina en las líneas celulares de cáncer de 
ovario, se decidió analizar el efecto del Panobinostat (LBH) en estas líneas. Primero, se 
estudió su efecto en la proliferación celular, observándose una inhibición de la 
proliferación de manera dosis y tiempo dependiente (Figura 18). La línea celular 
OVCAR-8 resultó ser la más sensible a este compuesto, con un IC50 de 8,93 nM. 

Después, se estudió el efecto del LBH en el ciclo celular. Dicho estudio reveló que 
este compuesto generaba un aumento en el porcentaje de células en G2/M en las líneas 
celulares más sensibles (OVCAR-8, SK-OV-3) y un fuerte incremento en el porcentaje 
de células muertas en las cuatro líneas celulares tras 72 horas de tratamiento (Figura 
19).   
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Figura 19. Efecto del LBH en el ciclo celular. Panel superior: porcentaje de células en las distintas 
fases del ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas en presencia o ausencia (C-) de LBH. Panel inferior: 
porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento con 50 nM de LBH. 
Los datos representados corresponden a la media de tres experimentos independientes y las 
barras de error representan la desviación estándar de los datos (**p < 0,01; *p < 0,05). 
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Figura 18. Efecto del Panobinostat en la proliferación de las líneas celulares de cáncer de 
ovario. Las distintas líneas celulares se trataron con las dosis de LBH indicadas durante 24, 48 
y 72 horas tras lo que se midió la viabilidad celular Los datos mostrados corresponden a la media 
de tres experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar 
de los datos. 
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Para determinar si la muerte celular observada se producía por apoptosis, las 
células se marcaron con anexina V y yoduro de propidio y se analizaron mediante 
citometría de flujo. Se observó que el tratamiento con LBH inducía apoptosis de una 
manera dosis dependiente, siendo la línea celular OVCAR-8 la más sensible a este 
compuesto (Figura 20). 

 Se ha descrito que varios HDACi pueden inducir autofagia por distintos 
mecanismos182–185. Por ello, se estudiaron distintas proteínas relacionadas con esta vía 
mediante western blot. El tratamiento con LBH generó una disminución de la proteína 
p62, excepto en la línea A2780, así como un aumento de Beclin-1 y LC3B-I, lo que es 
indicativo de un aumento en el proceso de autofagia (Figura 21).  
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Figura 20. Efecto del Panobinostat en la supervivencia celular. Las distintas líneas celulares se 
trataron con las dosis de LBH indicadas y se marcaron con yoduro de propidio y anexina V. Se 
muestran dot plots en los que se observa el porcentaje de células apoptóticas (anexina V 
positivas) y necróticas (PI positivas). La supervivencia celular tras los tratamientos se muestra 
en el gráfico de la derecha donde los datos representados corresponden a la media de tres 
experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los 
datos. 
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Figura 21. Efecto del Panobinostat en el proceso de autofagia. Se muestran los niveles de 
expresión de las proteínas de autofagia después del tratamiento con 25 o 50 nM de LBH durante 
24, 48 o 72 horas. Los niveles de β-actina se emplearon como control de carga. Los valores se 
normalizaron con los correspondientes a 0h que se tomaron como 100. 
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1.3. La combinación de cloroquina y Panobinostat produce un 
efecto sinérgico sobre la muerte celular en líneas celulares de 
cáncer de ovario 

Tras el estudio del efecto de la cloroquina y el Panobinostat de manera individual, 
se analizó el efecto de la combinación de estos fármacos comparándolo con el obtenido 
con los tratamientos individuales en las cuatro líneas celulares de ovario. Cuando las 
células fueron tratadas con la dosis más alta de CQ (20 µM) y de LBH (20 nM) mostraron 
una supervivencia celular muy inferior a la observada tras el tratamiento con cada 
fármaco de manera individual. Para investigar si este efecto era sinérgico, se emplearon 
distintas dosis de cada fármaco manteniendo el ratio constante y se calculó el índice de 
combinación (CI) con el software Compusyn. Los índices de combinación obtenidos 
fueron inferiores a 1 en todos los casos, lo que indica un efecto sinérgico entre los dos 
compuestos, obteniéndose el mayor efecto sinérgico en las líneas celulares A2780 y 
OVCAR-8 (Figura 22).  

 

1.4. La generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) tiene un 
papel crítico en la letalidad generada por el tratamiento 
combinado con CQ y LBH 

Se ha descrito previamente que los HDACi y la CQ ejercen efectos pleiotrópicos 
en las células. Estos efectos podrían contribuir a su citotoxicidad y al efecto sinérgico 
observado. Uno de estos efectos es la generación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS)184,186–192, por lo que decidimos estudiar la producción de dichas especies tras el 
tratamiento con distintas dosis y tiempos de los fármacos en estudio. El tratamiento con 
CQ produjo una rápida inducción de ROS (15 minutos) en las distintas líneas celulares, 
de acuerdo con lo encontrado en otros estudios193. Esta generación no se produjo 
cuando las líneas se trataron con CQ y el antioxidante N-Acetil-L-cisteína (NAC). El LBH, 
por su parte, no generó ROS en este corto tiempo, por lo que se estudió la generación 
de estas especies a tiempos más largos. Tras 24 horas de tratamiento, se observó una 
producción de ROS cuando las células eran tratadas con LBH, excepto en el caso de la 
línea A2780. En el caso de los tratamientos combinados se observó un incremento en 
la producción de ROS, que fue superior al obtenido en los individuales en el caso de la 
línea OVCAR-8 (Figura 23).  

A continuación, se llevó a cabo un estudio de apoptosis para determinar si la 
producción de ROS era clave en el efecto citotóxico observado con los distintos 
tratamientos. Para ello se comparó la supervivencia celular con los distintos tratamientos 
con o sin la adición de NAC. La adición del antioxidante evitó la muerte celular producida 
por la CQ en la línea más sensible a este fármaco (A2780); sin embargo, esta reducción 
de la citotoxicidad no se observó cuando las células se trataron con LBH. En el caso del 
tratamiento combinado, la NAC redujo significativamente la apoptosis generada por el 
tratamiento con CQ y LBH (Figura 23) en todas las líneas celulares estudiadas. 
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Figura 22. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con cloroquina y Panobinostat. Las 
células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de cada fármaco y el porcentaje de células 
apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la supervivencia, la 
fracción alterada (Fa, fracción de células muertas) y el índice de combinación (CI) se muestran 
en las distintas tablas. 
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Figura 23. Generación de ROS después del tratamiento con CQ y LBH y efecto en la letalidad 
generada por el tratamiento combinado. (A) Panel superior: figura representativa de la producción 
de ROS tras 15 minutos de tratamiento con las dosis indicadas de CQ (µM) y como se evita esta 
generación con la adición de NAC (mM). Panel medio: generación de ROS con los distintos 
tratamientos indicados de 15 minutos. Panel inferior: producción de ROS con los distintos 
tratamientos indicados de 24h. En todos los casos, se empleó como control células tratadas 
durante 15 minutos con H2O2 (1 mM). (B) Supervivencia celular tras 72h de tratamiento con las 
distintas dosis indicadas. Los datos representados corresponden a la media de tres experimentos 
independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los datos (***p < 0,001; 
**p < 0,01; *p < 0,05).  
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1.5. La cloroquina induce roturas de doble cadena (DSBs) en el DNA que 
se evitan con la adición de N-Acetil-L-cisteína 

 Las especies reactivas de oxígeno generan daño en el DNA, incluyendo 
DSBs194,195. Para analizar si la cloroquina y el panobinostat producían este tipo de daño, 
se estudió por inmunofluorescencia la fosforilación de la histona H2AX (γH2AX), un 
conocido marcador de este tipo de roturas. Como se observa en la Figura 24, el 
tratamiento con CQ generó DSBs en las cuatro líneas celulares. Sin embargo, cuando 
las células fueron tratadas con CQ y NAC el porcentaje de células con más de 5 focos 
se redujo, lo que indica claramente que las DSBs producidas por la CQ se debían a la 
producción de ROS. El tratamiento con LBH, por su parte, incrementó significativamente 
la cantidad de roturas de doble cadena en las líneas más sensibles a este tratamiento 
(OVCAR-8 y SK-OV-3); sin embargo, la adicción de NAC no redujo la presencia de este 
daño (Figura 25). Además, los focos de γH2AX observados tras este tratamiento fueron 
más grandes que los provocados por la CQ, especialmente en las líneas OVCAR-8 y 
SK-OV-3. Estos focos podrían reflejar daño en el DNA persistente o irreparable y 
podrían corresponderse con lesiones especialmente difíciles de reparar161. 
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Figura 24. El tratamiento con cloroquina induce roturas de doble cadena que se evitan con la 
adición de NAC. (A) Los focos de γH2AX se visualizaron por microscopia confocal y (B) el 
porcentaje de células con más de cinco focos de γH2AX tras 48h (A2780, OVCAR-8) o 72h 
(IGROV-1, SK-OV-3) de tratamiento con 25 µM de CQ o CQ y NAC. Los datos mostrados 
corresponden a la media del análisis de al menos 50 células por condición y línea celular y las 
barras de error representan la desviación estándar de los datos (***p < 0,001; **p < 0,01; 
*p < 0,05).   
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1.6. El Panobinostat inhibe la reparación por recombinación 
homóloga (HRR) 

Estudios anteriores han descrito que algunos HDACi pueden afectar a la 
reparación de DSBs inhibiendo su reparación mediante recombinación 
homóloga159,167,196. Teniendo en cuenta esto y la visualización de focos de γH2AX de 
mayor tamaño tras el tratamiento con LBH, se decidió estudiar si el LBH podría afectar 
a la reparación del DNA por recombinación homóloga. Esto podría explicar la sinergia 
encontrada entre la CQ y el LBH, puesto que la CQ produciría DSBs que no podrían ser 
reparadas por la acción del LBH sobre los mecanismos de reparación. Para ello, se 
midió, en primer lugar, la eficiencia de HRR en presencia o ausencia de LBH en una 
línea celular de mieloma múltiple (JJN3-HR) que tiene integrado en su genoma un 
cassette reportero que permite testar este tipo de reparación. Dicha línea celular había 
mostrado ser un sistema óptimo para medir HR en estudios publicados 
anteriormente158,159. Las células JJN3-HR se pretrataron con LBH durante 24h y, 
posteriormente, se transfectaron con un plásmido que codifica la endonucleasa I-SceI y 
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Figura 25. El tratamiento con Panobinostat induce roturas de doble cadena que no se evitan con 
la adición de NAC. (A) Los focos de γH2AX se visualizaron por microscopia confocal y (B) el 
porcentaje de células con más de cinco focos de γH2AX tras 48h (A2780, OVCAR-8) o 72h 
(IGROV-1, SK-OV-3) de tratamiento con 25 nM de LBH o LBH y NAC. Los datos mostrados 
corresponden a la media del análisis de al menos 50 células por condición y línea celular y las 
barras de error representan la desviación estándar de los datos (***p < 0,001; **p < 0,01; 
*p < 0,05).   
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también con un plásmido que permite la expresión de la proteína roja fluorescente 
(pDsRed-N1). Este último, permite normalizar las posibles diferencias en la eficiencia de 
trasfección. Una vez transfectadas mediante electroporación las células se volvieron a 
incubar otras 72h en presencia o ausencia de LBH. Este sistema permite detectar las 
células capaces de reparar el DSB generado por la enzima I-SceI por HR, ya que 
expresan la GFP. El número de células GFP+ se determinó mediante citometría de flujo. 
Se empleó también un inhibidor de HRR (mirin) como control positivo de este sistema. 
Como resultado encontramos que el panobinostat disminuyó claramente el número de 
células verdes comparado con las que aparecían en las células no tratadas (Figura 26). 
Para validar este hallazgo en cáncer de ovario, se generó una línea celular de cáncer 
de ovario que portaba el cassette reportero, (SK-OV-3-HR) y se encontró el mismo 
efecto que en la línea celular de mieloma (Figura 26). 

1.7. El Panobinostat inhibe el correcto reclutamiento de la proteína 
Rad51 a las roturas de doble cadena del DNA 

Distintos estudios han mostrado que ciertos HDACi pueden disminuir los niveles 
de Rad51 o afectar al reclutamiento de esta proteína a las DSBs159,167,168,197–199. Por lo 
tanto, decidimos analizar la localización de la proteína Rad51 tras tratar las células con 
cloroquina, Panobinostat o ambos mediante inmunofluorescencia. Además, dichas 
células se marcaron con γH2AX para localizar los focos de daño. Encontramos que el 
tratamiento con CQ generó un aumento en el número de lesiones y se formaron 
múltiples focos de γH2AX que colocalizaban con la proteína Rad51, como cabría 
esperar. Sin embargo, cuando la línea celular SK-OV-3 se trató con LBH aparecieron 
focos de γH2AX, pero no de Rad51. En el caso de la línea OVCAR-8 cuando era tratada 
con LBH, se observó que la proteína Rad51 se localizaba en el citoplasma y el nucléolo, 
pero no formaba focos en los lugares de daño (Figura 27). 

Figura 26. El Panobinostat inhibe la reparación de roturas de doble cadena por recombinación 
homóloga. (A) Las líneas celulares reporteras fueron pretratadas o no con LBH 24h y después 
transfectadas o no (ST) con 5 µg de un plásmido que codifica la endonucleasa I-SceI y 0,5 µg de 
pDsRed2-N1. Las células se incubaron de nuevo con LBH otras 72h. (B) Eficiencia de HRR 
calculada como el ratio de células verdes entre células rojas. Los datos mostrados corresponden 
a la media del análisis de al menos tres experimentos independientes y las barras de error 
representan la desviación estándar de los datos (**p < 0,01; *p < 0,05).   
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Figura 27. Efecto del Panobinostat en el correcto reclutamiento de la proteína Rad51 a las 
roturas de doble cadena del DNA. Inmunofluorescencia de las líneas OVCAR-8 y SK-OV-3 
tratadas con 25 µM de CQ, 25 nM de LBH o ambos y las células se marcan con DAPI (núcleos), 
Rad51 (rojo) y γH2AX (verde). 
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1.8. La combinación de mirin y cloroquina tiene un efecto sinérgico 
sobre la muerte celular en líneas celulares de ovario 

Para corroborar que la sinergia entre la cloroquina y el Panobinostat se podría 
deber a la inducción de DSBs por la CQ y la inhibición de la reparación por HR por el 
LBH, se estudió el efecto del tratamiento combinando con CQ y mirin, un conocido 
inhibidor de HRR. Los resultados se muestran en la Figura 28 donde se observa como 
el tratamiento combinado de CQ/mirin generó una mayor muerte celular que los 
tratamientos individuales en las cuatro líneas celulares. Cuando se estudió si el efecto 
era sinérgico, se observó que en tres de las cuatro líneas celulares (A2780, IGROV-1 y 
SK-OV-3) se aumentó sinérgicamente la muerte celular cuando se empleaba la 
cloroquina junto con mirin comparando con los tratamientos en monoterapia (CI<1).  

 

1.9. La combinación de bafilomicina A1 y Panobinostat tiene un 
efecto sinérgico sobre la muerte celular en líneas celulares de 
ovario 

Se ha descrito en numerosos estudios que los inhibidores de autofagia, como la 
cloroquina, pueden mejorar la respuesta citotóxica de HDACi que inducen el proceso 
autofágico. Por lo tanto, el efecto sinérgico observado por el tratamiento combinado con 
CQ y LBH también se podría deber, al menos en parte, a la acción de los fármacos 
sobre la autofagia. Para testar esta hipótesis estudiamos si el tratamiento con 
bafilomicina A1, un conocido inhibidor de la autofagia podría mejorar el efecto citotóxico 
del panobinostat. En la Figura 28 se ve como el tratamiento combinado de LBH/Baf 
generó una mayor muerte celular que los tratamientos individuales en tres de las cuatro 
líneas celulares (IGROV-1, OVCAR-8 y SK-OV-3). Cuando se estudió si el efecto era 
sinérgico, se observó que, en estas tres líneas celulares, el efecto era sinérgico, siendo 
mayor en la línea SK-OV-3 (CI<1). 

 

1.10. Efecto de la combinación de fármacos genotóxicos e 
inhibidores de la respuesta al daño en DNA en cáncer de ovario 

Teniendo en cuenta los resultados observados tras el tratamiento con cloroquina 
y panobinostat, decidimos estudiar el efecto de nuevas combinaciones de fármacos 
basándonos en una estrategia similar; es decir, en la generación de daño en el DNA y 
la inhibición de la respuesta a dicho daño. Para ello, exploramos dos tipos 
combinaciones. Por un lado, se estudió el efecto de la combinación de la CQ (que 
provoca DSBs en el DNA) junto con distintos inhibidores de proteínas de 
señalización/reparación del daño. Por otro lado, se investigó la combinación de LBH 
(que inhibe la vía de reparación por HR) con un fármaco que provoca daño en el DNA, 
el cisplatino. 
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Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
Baf(nM) - 75 100 125 - - - 75 100 125
LBH(nM) - - - - 15 20 25 15 20 25
Supervi-
vencai (%) 97,9 90,3 89,9 87,0 70,0 66,4 53,7 26,2 29,5 25,5

Fa 0,02 0,10 0,10 0,13 0,30 0,34 0,46 0,74 0,71 0,49
CI - - - - - - - 0,24 0,36 0,38

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
Baf(nM) - 75 100 125 - - - 75 100 125
LBH(nM) - - - - 15 20 25 15 20 25
Supervi-
vencai (%) 95,2 80,5 77,1 80,4 90,7 85,2 80,6 71,3 68,0 49,9

Fa 0,05 0,20 0,23 0,20 0,10 0,15 0,20 0,29 0,32 0,50
CI - - - - - - - 0,45 0,54 0,43

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
Baf(nM) - 5 10 15 - - - 5 10 15
LBH(nM) - - - - 5 10 15 5 10 15
Supervi-
vencai (%) 97,1 57,0 40,9 32,6 46,5 42,3 49,1 40,5 30,0 23,3

Fa 0,03 0,43 0,59 0,67 0,54 0,58 0,51 0,60 0,70 0,77
CI - - - - - - - 0,68 0,65 0,61

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
Baf(nM) - 1,5 2 2,5 - - - 1,5 2 2,5
LBH(nM) - - - - 15 20 25 15 20 25
Supervi-
vencai (%) 96,8 96,8 97,2 96,8 90,4 77,8 56,5 86,5 73,8 56,0

Fa 0,03 0,03 0,03 0,03 0,10 0,22 ,044 0,14 0,26 0,44
CI - - - - - - - >1 >1 >1

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
Mirin(µM) - - - - 25 37,5 50 25 37,5 50
Supervi-
vencia (%) 98,5 97,6 97,4 95,9 97,7 95,5 88,9 94,9 82,0 54,1

Fa 0,02 0,02 0,03 0,04 0,02 0,05 0,11 0,05 0,18 0,46
CI - - - - - - - 1,01 0,64 0,44
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Figura 28. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con mirin/cloroquina y 
Panobinostat/bafilomicina A1. Las células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de cada 
fármaco y el porcentaje de células apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada 
fármaco, la supervivencia, la fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran 
en las distintas tablas. 
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1.10.1. La combinación de cloroquina e inhibidores de ATM o ATR produce 
un efecto sinérgico en líneas celulares de cáncer de ovario  

Las quinasas ATM y ATR son conocidas, principalmente, por su papel en la 
señalización del daño en el DNA, si bien varios trabajos indican que también ejercen un 
papel importante en la reparación de dicho daño. Así, ATM presenta un papel crítico 
para la reparación de DSBs mientras que ATR responde principalmente a SSBs200–202. 
Cuando se produce una DSB, el complejo MRN se localiza en los sitios de daño, 
reclutando y activando a ATM. Asimismo, ATR también se activa gracias al complejo 
MRN y a ATM. Una vez activadas ATM y ATR, se induce la fosforilación de la histona 
H2AX y la activación de BRCA1 y PALB2. Tras lo cual, Rad51 buscará secuencias de 
homología en la cromátida hermana que se empleará como molde para reparar el daño 
en el DNA100,106. 

Teniendo en cuenta la importancia de las quinasas ATM y ATR en la reparación 
por HR, escogimos un inhibidor de cada una de estas proteínas para nuestro estudio. 
Los inhibidores escogidos fueron el VE-821, inhibidor de ATR, y KU-55933, inhibidor de 
ATM. En primer lugar, se llevó a cabo un ensayo de proliferación y se calculó el IC50 
(Figura 29). Los inhibidores VE-821 y KU-55933 inhibieron la proliferación de manera 
dosis y tiempo dependiente, siendo la línea A2780 la más sensible a ambos 
compuestos.  

Posteriormente estudiamos el efecto combinado de los inhibidores de ATM y ATR 
con CQ. Se llevaron a cabo ensayos de apoptosis empleando distintas dosis de cada 
uno de los compuestos y manteniendo los ratios constantes para calcular los índices de 
combinación de cada una de las combinaciones. La combinación de CQ y el inhibidor 
de ATR, VE-821, consiguió un incremento de la muerte celular sinérgico en tres de las 
cuatro líneas celulares (A2780, IGROV-1, OVCAR-8) (CI<1) (Figura 30). En el caso del 
tratamiento con CQ y el inhibidor de ATM, KU-55933, se encontró que la interacción 
entre los dos fármacos era sinérgica en la línea celular A2780 y SK-OV-3 pero no en el 
caso de las líneas OVCAR-8 e IGROV-1 (Figura 30). Estos resultados sugieren que el 
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Figura 29. Efecto de los inhibidores respuesta al daño en el DNA en la proliferación de las líneas 
celulares de cáncer de ovario. Las distintas líneas celulares se trataron con las dosis de (A) KU-
55933 o (B) VE-821 indicadas durante 24, 48 y 72 horas tras lo que se midió la viabilidad celular. 
Los datos representados corresponden a la media de tres experimentos independientes y las 
barras de error representan la desviación estándar de los datos. 
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fondo genético de las distintas líneas celulares puede determinar una mayor o menor 
respuesta a estos tratamientos combinados. 

 

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ (µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
VE-821(µM) - - - - 15 22,5 30 15 22,5 30
Supervivencia 
(%) 96,7 88,8 88,8 87,3 64,6 54,8 48,0 62,5 56,0 49,5

Fa 0,03 0,11 0,11 0,13 0,35 0,45 0,52 0,38 0,44 0,51
CI - - - - - - - 0,91 1,04 1,07

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
VE-821(µM) - - - - 10 15 20 10 15 20
Supervivencia 
(%) 96,4 94,6 92,9 89,5 85,0 79,7 71,6 67,0 65,7 55,0

Fa 0,04 0,05 0,07 0,11 0,15 0,20 0,28 0,33 0,34 0,45
CI - - - - - - - 0,52 0,74 0,66

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
VE-821(µM) - - - - 15 22,5 30 15 22,5 30
Supervivencia 
(%) 97,2 84,7 84,1 69,9 81,3 77,7 61,7 67,8 58,1 37,2

Fa 0,03 0,15 0,13 0,30 0,19 0,22 0,38 0,32 0,42 0,63
CI - - - - - - - 0,94 1,02 0,71

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
VE-821(µM) - - - - 10 15 20 10 15 20
Supervivencia 
(%) 95,0 95,8 96,6 95,4 94,3 93,3 93,3 90,1 85,6 67,9

Fa 0,05 0,04 0,03 0,05 0,06 0,07 0,07 0,10 0,14 0,32
CI - - - - - - - 0,11 0,03 7,95E-4
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Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
KU-55933(µM) - - - - 20 30 40 20 30 40
Supervivencia 
(%) 97,0 93,4 91,1 84,3 93,4 95,3 88,9 84,4 85,9 64,0

Fa 0,03 0,07 0,09 0,16 0,07 0,05 0,11 0,16 0,14 0,36
CI - - - - - - - 0,67 1,12 0,50

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
KU-55933(µM) - - - - 20 30 40 20 30 40
Supervivencia 
(%) 96,4 94,6 92,9 89,5 93,0 87,3 65,5 90,7 76,2 62,9

Fa 0,04 0,05 0,07 0,11 0,07 0,13 0,35 0,09 0,24 0,37
CI - - - - - - - 1,39 1,12 1,09

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
KU-55933(µM) - - - - 20 30 40 20 30 40
Supervivencia 
(%) 98,7 93,6 84,1 77,4 92,2 91,1 79,0 88,4 73,7 56,7

Fa 0,01 0,06 0,16 0,23 0,08 0,09 0,21 0,12 0,26 0,43
CI - - - - - - - 1,44 1,25 1,10

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ(µM) - 15 22,5 30 - - - 15 22,5 30
KU-55933(µM) - - - - 20 30 40 20 30 40
Supervivencia 
(%) 97,1 95,2 93,3 86,9 93,8 93,0 86,2 66,1 46,6 20,7

Fa 0,03 0,05 0,07 0,13 0,06 0,07 0,14 0,34 0,53 0,79
CI - - - - - - - 0,38 0,32 0,18
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Figura 30. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con cloroquina/VE-821 y cloroquina/KU-
55933. Las células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de CQ y VE-821/KU-55933 y el 
porcentaje de células apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la 
supervivencia, la fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las 
distintas tablas. 
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1.10.2. La combinación de Panobinostat y cisplatino produce sinergia en 
líneas celulares de cáncer de ovario 

 Posteriormente, se estudió la combinación de un agente causante de daño en el 
DNA como es el cisplatino, usado en la clínica para el tratamiento del cáncer de ovario, 
con el LBH, que, como se ha mostrado anteriormente, inhibe la HR en cáncer de 
ovario181. En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de proliferación para caracterizar 
el efecto del cisplatino en la viabilidad celular de las líneas celulares de cáncer de ovario. 
En la Figura 31, se muestran los resultados de los ensayos MTT, así como la IC50 a 72 
horas para cada una de las líneas celulares. El cisplatino inhibió la proliferación celular 
de dependiente de dosis y tiempo, siendo las líneas celulares más sensibles la A2780 y 
la IGROV-1 y las más resistentes la OVCAR-8 y la SK-OV-3 (Figura 31). 

Después se estudió el efecto de la combinación de cisplatino y LBH comparando 
éste con el obtenido con los tratamientos individuales en las cuatro líneas celulares de 
ovario. El tratamiento combinado mostró una citotoxicidad muy superior al tratamiento 
individual. Como se puede observar en la Figura 32, cuando las células se trataron con 
cualquiera de las dosis estudiadas de cisplatino (5 o 20 µM) y de LBH (20 nM) mostraron 
una supervivencia celular muy inferior a la que observada para cada fármaco individual. 
Para determinar si este efecto era sinérgico se calculó el índice de combinación (CI) con 
el software Compusyn. Los índices de combinación obtenidos en todos los casos fueron 
inferiores a 1, lo que indica un efecto sinérgico entre los dos compuestos. Dicho efecto 
fue mayor en las líneas celulares A2780 y OVCAR-8 (Figura 32).  
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Figura 31. Efecto del cisplatino en la proliferación de las líneas celulares de cáncer de ovario. 
Las distintas líneas celulares se trataron con las dosis de cisplatino indicadas durante 24, 48 y 
72 horas tras lo que se midió la viabilidad celular. Los datos mostrados corresponden a la media 
de tres experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar 
de los datos. 
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Figura 32. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con Panobinostat y cisplatino. Las células 
se trataron durante 72h con LBH y Panobinostat a las dosis indicadas y el porcentaje de células 
apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la supervivencia, la 
fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las distintas tablas. 
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DISCUSIÓN 

La combinación de varios agentes terapéuticos es clave para el tratamiento del 
cáncer, especialmente en neoplasias con una baja supervivencia como es el cáncer de 
ovario, como se comentó previamente151. En concreto, tiene un gran interés la búsqueda 
combinaciones de fármacos que consigan un efecto aditivo o, si es posible, un efecto 
sinérgico152. Con esta aproximación se reduce la posibilidad de desarrollar 
quimiorresistencias y se reduce la toxicidad, al emplearse dosis inferiores de cada uno 
de los agentes. En nuestro trabajo, se describe por primera vez que el tratamiento con 
un inhibidor de histonas deacetilasas, el Panobinostat, y la cloroquina ejerce un fuerte 
efecto sinérgico frente a líneas celulares de cáncer de ovario y se analizan las causas 
de este efecto. Así pues, observamos que la cloroquina induce la producción de 
especies reactivas de oxígeno, las cuales provocan roturas de doble cadena en el DNA, 
mientras que el Panobinostat inhibe la correcta reparación de este daño por 
recombinación homóloga, lo que explicaría la sinergia observada181. 

En un estudio previo se había descrito el efecto sinérgico de estos dos compuestos 
en líneas celulares de cáncer de mama173. En este estudio se observaba como el 
tratamiento con LBH inducía el proceso de autofagia, generándose un aumento en la 
expresión de LC3B-II y una reducción de los niveles de p62. Estos resultados son 
similares a los que encontramos en nuestras líneas celulares de cáncer de ovario tras 
el tratamiento con este compuesto181. Teniendo en cuenta este dato, los autores 
proponen que las células tratadas con LBH dependerían del proceso autofágico para 
sobrevivir, siendo por lo tanto susceptibles al tratamiento con inhibidores de este 
proceso, como la CQ. El tratamiento con CQ aumentaba los niveles de LC3B-II y p62, 
indicando un bloqueo de la autofagia173. Estos cambios en los niveles de LC3B y p62 
también los observamos en nuestras líneas celulares181.  

Distintos estudios han descrito que la respuesta citotóxica obtenida con HDACi 
aumenta en gran medida tras la adición de CQ, tanto in vitro e in vivo. Por ejemplo, se 
ha mostrado que distintas líneas celulares de cáncer de colon tratadas con CQ, o 
silenciadas en el gen ATG7, gen clave para el proceso de autofagia, presentaban una 
mayor respuesta a Vorinostat172. Asimismo, en leucemia mieloide crónica, el tratamiento 
con agentes que interrumpen la vía autofágica generaba una mejora en la respuesta 
citotóxica del Vorinostat171.  

Sin embargo, el papel de la autofagia en la supervivencia celular cuando las 
células se tratan con HDACi no está claro, ya que otros trabajos han reportado el efecto 
opuesto. Por ejemplo, en carcinoma hepatocelular o en condrosarcoma se ha visto que 
la citotoxicidad causada por el Vorinostat se pierde cuando se emplea 3-metiladenina, 
inhibidor del proceso de autofagia, o se pierde el gen ATG5, importante en este proceso, 
lo cual indica que la autofagia sería necesaria para la muerte celular183,203. Además, se 
ha descrito que la CQ aumenta la respuesta a agentes quimioterápicos a través de 
mecanismos independientes a la autofagia. En un estudio de Maycotte y colaboradores 
se demostró que la CQ aumentaba la sensibilidad de líneas celulares de cáncer de 
mama a la quimioterapia; sin embargo, cuando se empleaba otro inhibidor del proceso 
autofágico (bafilomicina A1) o se perdían los genes ATG12 y BECN1, la sensibilidad no 
variaba179. Para tratar de determinar el papel de la autofagia en la supervivencia de las 
células tratadas con HDACi, estudiamos la combinación de LBH con otro inhibidor de 
este proceso, la bafilomicina A1. Nuestros resultados muestran un efecto sinérgico en 
tres de las cuatro líneas celulares, lo que sugiere que este proceso puede contribuir a 
la eficacia de la combinación. De hecho, varios trabajos han mostrado la relevancia de 
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la inhibición de la autofagia para el tratamiento del carcinoma de ovario, ya que distintos 
agentes quimioterápicos (cisplatino o paclitaxel) estimulan este proceso, lo que 
contribuye a la resistencia al tratamiento119. No obstante, en la línea celular A2780 no 
encontramos un efecto sinérgico cuando tratamos con LBH y bacilomicina A. Este 
resultado, así como las discrepancias presentes en la literatura, se pueden atribuir a 
diferencias entre las distintas líneas celulares o bien a los HDACi empleados, pero 
también muestran que deben existir mecanismos independientes a la autofagia que 
contribuyan a este efecto sinérgico. En el caso de la línea A2780, la inducción de la 
autofagia por parte del LBH puede ser inferior que, en el resto de las líneas estudiadas, 
por lo que la sinergia podría deberse a otro mecanismo. De hecho, en esta línea no 
observamos una degradación de p62 cuando se trató con LBH. 

Teniendo en cuenta que la CQ y los HDACi ejercen múltiples efectos en las 
células, decidimos estudiar otras vías independientes a la autofagia para explicar la 
sinergia encontrada entre la CQ y el LBH159,163,166,168,169,178–180,204,205. Para investigar las 
causas de este efecto empleamos cuatro líneas celulares de cáncer de ovario que 
representan los subtipos histopatológicos de CO más frecuentes (seroso de alto grado, 
endometrioide y de células claras). Las líneas A2780 e IGROV-1 derivan de un 
adenocarcinoma endometrioide y representan este subtipo; de hecho, la línea IGROV-
1 presenta una histología mixta albergando alteraciones típicas de los subtipos 
endometrioide y de células claras. Las líneas OVCAR-8 y SK-OV-3, por su parte, se 
obtuvieron de un adenocarcinoma seroso de alto grado y de la ascitis de un 
cistoadenoma seroso, respectivamente.  

En primer lugar, analizamos el efecto individual de los dos fármacos. El tratamiento 
con CQ inhibía la proliferación, lo que coincide con los resultados de estudios 
previos191,206. Sin embargo, no observamos cambios en el ciclo celular, al igual que 
ocurre en el estudio de Carew y colaboradores, pero que contrasta con la parada en 
G0/G1 descrita por otros autores171,206. Además, encontramos que este compuesto 
generaba ROS, en concordancia con lo observado previamente en distintas líneas 
celulares, y que estas especies eran las responsables de la aparición de DSBs en el 
DNA, ya que las roturas no aparecían cuando las células se incubaban en presencia del 
antioxidante NAC171,172,187,188,191,193,206,207. Observamos que la producción de ROS ocurría 
de manera rápida, tras 15 minutos de tratamiento; sin embargo, se reducía pasadas 24 
horas de tratamiento, con la excepción de la línea IGROV-1, lo que concuerda con 
estudios previos193. Los mecanismos por los que la CQ promueve la producción de ROS 
no se han estudiado con profundidad, pero se ha descrito que la autofagia podría ayudar 
y evitar que se acumulen estas especies al eliminar las mitocondrias dañadas, principal 
fuente de ROS192. Por otro lado, se ha sugerido que el aumento de la permeabilidad de 
la membrana mitocondrial, al liberarse las catepsinas del lisosoma tras la 
permeabilización de este orgánulo por la acción de la CQ, podría ser responsable de la 
generación de ROS171,191. El pequeño efecto de la CQ en la inducción de apoptosis en 
líneas celulares de cáncer de ovario podría deberse a un sistema de reparación eficiente 
de DSBs.  

En el caso del LBH, no se detectó un rápido aumento en la producción de ROS; 
sin embargo, tras 24 horas de tratamiento se observó un incremento significativo de los 
niveles de ROS en tres de las cuatro líneas celulares analizadas. Cuando las células se 
trataron con ambos compuestos, CQ y LBH, se detectó un aumento en la producción de 
ROS en las cuatro líneas celulares en comparación con las células sin tratar. Este 
incremento solamente fue superior al obtenido con LBH en la línea OVCAR-8181. Estos 
resultados coinciden con otros trabajos en líneas celulares de colon y de tumores 
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hematológicos, donde muestran que los HDACi inducen ROS186,208,209. La generación de 
ROS explicaría el aumento en los focos de γH2AX observado tras el tratamiento con 
LBH; sin embargo, el porcentaje de células con focos no se redujo significativamente en 
presencia del antioxidante NAC. Estos resultados sugieren que el LBH podría estar 
actuando sobre vías de reparación del DNA, como la recombinación homóloga, lo que 
impediría la correcta reparación de las lesiones en el DNA. De hecho, encontramos que 
el LBH reduce significativamente la eficiencia de reparación por HRR, y que esto se 
debe, al menos en parte, a un incorrecto reclutamiento de la recombinasa Rad51 a los 
sitios de daño, como muestran los ensayos de inmunofluorescencia. Estos resultados 
son similares a los encontrados en otros estudios donde emplearon otros inhibidores de 
histona deacetilasa159,167,168,197,198. Otros autores también han descrito fallos en la 
señalización por ATM tras el tratamiento con estos inhibidores, lo que podría estudiarse 
también en líneas celulares de cáncer de ovario169. Para confirmar la hipótesis de que 
la CQ producía DSBs y que el LBH inhibía su reparación, estudiamos el efecto de la 
combinación de CQ con un inhibidor de la vía HRR, mirin. Encontramos que este 
tratamiento combinado también ejercía un efecto sinérgico en tres de las cuatro líneas 
estudiadas, lo que confirma que la inhibición de la reparación por HR mejora la 
respuesta citotóxica del inductor de DSBs, la cloroquina. Además, observamos que el 
antioxidante NAC protegía frente a la muerte celular ocasionada por el tratamiento con 
CQ y LBH, lo que confirma que el efecto citotóxico de la combinación se debe, al menos 
en parte, a la generación de DSBs por estrés oxidativo181.  

En distintos estudios se ha descrito que las células tumorales son más sensibles 
al daño en el DNA, al presentar una alta tasa proliferativa. Además, estas células pueden 
presentar defectos en los checkpoints de control de este daño. Estas alteraciones 
provocan una acumulación excesiva de daño en el DNA cuando se usan agentes 
quimioterápicos, como los platinos, lo que favorece la apoptosis210. No obstante, la 
aparición de resistencias a este tipo de agentes terapéuticos es bastante frecuente. 
Generalmente, las células resistentes a platinos muestran unos niveles más elevados 
de reparación del DNA211. En base a estas observaciones y al efecto sinérgico 
observado tras el tratamiento con CQ y LBH/mirin, nos planteamos que el uso de un 
tratamiento combinado, entre un agente que dañe el DNA y un inhibidor de la respuesta 
a daño en el DNA, podría suponer una estrategia terapéutica en este tipo de tumor. Para 
evaluar esta hipótesis, seguimos dos estrategias y estudiamos, por una parte, la 
combinación de CQ con distintos inhibidores de la respuesta al daño en el DNA y, por 
otra parte, la combinación de cisplatino con LBH. Con ambas estrategias encontramos 
que el tratamiento combinado generaba un fuerte efecto sinérgico en líneas celulares 
de CO, especialmente en la combinación de cisplatino y LBH. Además, hemos descrito 
por primera vez que la CQ junto con inhibidores de ATM/ATR produce un efecto 
sinérgico en CO. La capacidad de los inhibidores de ATM y ATR de detener el 
crecimiento tumoral cuando se combinan con la radiación ionizante u otros agentes 
farmacológicos, que generan daño en el DNA, se había estudiado en múltiples tipos de 
tumores. Así, el inhibidor de ATM, KU-55933, ha mostrado reducir la proliferación e 
inducir apoptosis en líneas celulares de cáncer de mama o próstata212,213 y sensibilizar 
a células tumorales de distintos tipos de cáncer a agentes genotóxicos, como los 
platinos, la doxorrubicina o la gemcitabina, y a la radiación ionizante214–218. Un efecto 
similar en inhibición de la proliferación, inducción de apoptosis y mejora de la 
sensibilidad a fármacos y radiación ionizante se ha descrito para el inhibidor de ATR, 
VE-821, en distintos tipos de líneas celulares tumorales215,216,218–223. En cáncer de ovario, 
se estima que aparecen mutaciones en el gen que codifica la proteína ATM en el 2% de 
los casos, y estas mutaciones se asocian con resistencias al tratamiento con platinos100. 
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En el caso de ATR, los tumores con altos niveles de esta quinasa se suelen asociar con 
un mal pronóstico224. Todo esto justifica el estudio de inhibidores de esta vía de 
señalización como estrategia terapéutica en este tipo de cáncer. Existen pocos estudios 
en CO con los inhibidores KU-55933 y VE-821, si bien, se ha mostrado que mejoran la 
respuesta citotóxica a platinos y radiación ionizante en líneas celulares, 
independientemente de la presencia o no de mutaciones en BRCA1/2218,225,226. En 
nuestro estudio, el tratamiento combinado con CQ y los inhibidores de ATM/ATR 
generaba un efecto sinérgico en varias líneas celulares de ovario. En el caso del 
inhibidor de ATR, VE-821, observamos un fuerte efecto sinérgico en tres de las 4 líneas 
celulares y en el del inhibidor de ATM, KU-55933, el efecto sinérgico se observa en dos 
de las líneas en las condiciones estudiadas. Las diferencias en la respuesta podrían 
deberse al distinto fondo genético de las líneas celulares en estudio. 

Los HDACi, como el LBH, han mostrado mejorar los efectos citotóxicos de distintos 
agentes quimioterápicos, como los platinos, en varias líneas celulares tumorales 
(neuroblastoma, ovario, pulmón o mama) y modelos xenograft227–233. Además, estos 
agentes alteran la reparación del DNA por HR, reduciendo la eficiencia de reparación 
por esta vía159,167,181,196. En líneas celulares de cáncer de ovario, se ha descrito que la 
adición de LBH al tratamiento con cisplatino conseguía que las células tumorales 
resistentes al tratamiento con platinos recuperaran su sensibilidad a estos 
compuestos228,233. La sensibilización de estas células podría deberse a un cambio en la 
expresión de distintos genes implicados en diversos procesos celulares, como la 
apoptosis, la respuesta inmune o la actividad hidrolasa o de los transportadores 
celulares233. En concreto, se ha descrito que el tratamiento combinado con cisplatino y 
LBH induce una reducción en los niveles de proteínas anti-apoptóticas, como la 
survivina, o un incremento en los niveles de proteínas pro-apoptóticas como p21 o 
APAF-1, lo que podría explicar la mayor apoptosis observada con el tratamiento 
combinado228,232,233. En nuestro trabajo, se observó como el tratamiento combinado 
LBH/cisplatino aumentaba de una manera muy elevada la muerte celular por apoptosis 
comparado con los tratamientos en monoterapia, lo que se refleja en unos índices de 
combinación muy bajos, indicativos de un fuerte efecto sinérgico, lo que concuerda con 
los estudios previos mencionados228,232,233. Este incremento en la citotoxicidad se 
observó en todas las líneas celulares de cáncer de ovario estudiadas, 
independientemente del subtipo histopatológico y de la sensibilidad inicial al cisplatino.  

Tomados en conjunto, nuestros resultados indican que la inducción de daño en el 
DNA, junto con la inhibición de su reparación, resulta clave en la citotoxicidad de los 
diferentes tratamientos combinados estudiados en este trabajo. En el caso del 
tratamiento con CQ y LBH estos efectos explican, junto con la modulación de la 
autofagia, la fuerte sinergia observada tras el tratamiento con ambos fármacos181. El 
tratamiento combinado CQ/LBH ha mostrado reducir la formación de tumores en 
modelos in vivo de xenoinjertos de cáncer de mama con una baja toxicidad173. Esto, 
sumado a los resultados que hemos obtenido en las líneas celulares de cáncer de 
ovario, indica que dicha combinación podría ser investigada en ensayos clínicos. La 
combinación Cisplatino/LBH también podría suponer una importante estrategia 
terapéutica para el tratamiento del CO, especialmente para tumores que presenten 
resistencias al tratamiento estándar con platinos, ya que ambos fármacos se encuentran 
aprobados para el tratamiento de distintos tipos de tumores en la práctica clínica. 
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CAPÍTULO 2: Efecto de la combinación de cloroquina con 
inhibidores de la vía de reparación por unión de extremos no 

homólogos (NHEJ) 
Previamente se ha mostrado como la CQ es capaz de inhibir el proceso de 

autofagia en células tumorales de cáncer de ovario y también de inducir la producción 
de ROS, lo que ocasiona DSBs en el DNA181. Por otra parte, el LBH inhibe la reparación 
por HR, lo que explica la muerte celular en las células tratadas con la combinación de 
ambos fármacos. En algunos trabajos, se ha descrito que los HDACi podrían alterar la 
reparación por NHEJ, la otra vía principal de reparación de DSBs234–238. Se ha descrito 
que algunos HDACi podrían disminuir los niveles de expresión de algunas proteínas del 
proceso de reparación por NHEJ (Ku70, Ku80, DNA-PKs) en algunos tipos de líneas 
celulares tumorales; sin embargo, existen resultados contradictorios sobre si estos 
fármacos aumentan o disminuyen la frecuencia de NHEJ234–238. Por lo que en este 
apartado decidimos estudiar si el LBH afectaba a la eficiencia de reparación por NHEJ. 
Asimismo, decidimos estudiar si el daño en el DNA producido por la CQ era también 
reparado por NHEJ y si la combinación de cloroquina e inhibidores de la vía de 
reparación de NHEJ podría suponer una estrategia terapéutica en cáncer de ovario.  

 

2.1. El Panobinostat no afecta a la eficiencia de reparación por NHEJ 
en líneas celulares de cáncer de ovario 

Distintos HDACi, incluyendo el LBH, han mostrado alterar la reparación de DSBs 
al inhibir la reparación por HR159,167,181,196. De hecho, como se ha descrito en este trabajo, 
el LBH inhibe el correcto reclutamiento de Rad51 a los lugares de rotura de doble cadena 
en líneas celulares de cáncer de ovario, lo que conduce a una inhibición de esta vía de 
reparación181. Sin embargo, el efecto de estos inhibidores en la reparación por NHEJ no 
está bien definido234,235. Por todo ello, decidimos estudiar si el LBH afectaba a este tipo 
de reparación.  

En primer lugar, se estudió la expresión de proteínas implicadas en la vía de 
reparación por NHEJ, Ku70 y Ku80, mediante western blot. La expresión de estas dos 
proteínas no se alteró con el tratamiento con LBH a distintos tiempos (24, 48 y 72 horas) 
en la línea celular SK-OV-3, por lo que decidimos estudiar los niveles de estas proteínas 
en las cuatro líneas celulares de ovario tras 24 horas de tratamiento con LBH. Los 
resultados se muestran en la Figura 33, donde se puede observar cómo los niveles de 
Ku70 y Ku80 fueron similares en las células tratadas o no con LBH. Después, se estudió 
si el LBH afectaba a la eficiencia de reparación por NHEJ, empleando dos estrategias: 
un ensayo extracromosómico empleando el plásmido pEGFP-Pem1-Ad2 y la 
generación de líneas celulares estables con un cassette reportero para determinar la 
eficiencia de NHEJ (Figura 12, sección materiales y métodos).  

En el caso del ensayo extracromosómico, la eficiencia de reparación se determina 
por la capacidad de las células de recircularizar el plásmido pEGFP-Pem1-Ad2 digerido 
con las enzimas I-SceI o HindIII, lo que hace que las células expresen la proteína verde 
fluorescente. Para llevar a cabo este análisis, las líneas celulares IGROV-1 y SK-OV-3 
se pretrataron o no con LBH o NU-7026, un inhibidor conocido de NHEJ, durante 24 
horas. Posteriormente, estas células se transfectaron con 0,5 µg del plásmido pEGFP-
Pem1-Ad2 linealizado por las enzimas HindIII o I-SceI o bien con el plásmido circular 
pEGFP-Pem1. En ambos casos se cotransfectaron con 0,5 µg del plásmido 
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psDsRedN1, el cual permite normalizar por la eficiencia de transfección. Posteriormente, 
se volvieron a incubar otras 72 horas con LBH o NU-7026. El análisis por citometría del 
número de células verdes y rojas nos mostró que el LBH no alteraba la reparación por 
NHEJ (Figura 33). Sin embargo, el tratamiento con NU-7026 disminuía la eficiencia de 
NHEJ, como cabría esperar. Para confirmar este resultado, se construyeron dos líneas 
celulares de cáncer de ovario (IGROV-1 y SK-OV-3) que portan un cassette reportero 
GFP-NHEJ integrado en su genoma (IGROV-1-NHEJ, SK-OV-3-NHEJ). Estas células 
también se pretrataron con LBH o NU-7026 durante 24 horas, tras lo cual fueron 
cotransfectadas con un plásmido que expresa la endonucleasa I-SceI y el plásmido 
psDsRedN1. Después las células se incubaron de nuevo con LBH o NU-7026 otras 72 
horas. La reparación por NHEJ de la rotura de doble cadena generada por la 
endonucleasa hace que las células expresen EGFP, lo que se puede detectar por 
citometría de flujo. Empleando este sistema, encontramos que, aunque el tratamiento 
con LBH fue efectivo (disminuyó en un 50% el número de células vivas), no se 
observaron diferencias significativas en la eficiencia de reparación de las células 
tratadas o no con LBH. Este resultado confirma que este compuesto no altera la 
reparación mediante NHEJ en líneas celulares de ovario estudiadas (Figura 33). 

 

2.2. La cloroquina genera DSBs que son reparadas por la vía de 
reparación por unión de extremos no homólogos en líneas 
celulares de cáncer de ovario 

Como se mostró previamente, la CQ induce la producción de ROS en líneas 
celulares de cáncer de ovario, lo que conduce a la generación de roturas de doble 
cadena en el DNA181. Este tipo de lesiones pueden ser reparadas por dos vías de 
reparación principales: HRR y NHEJ. La reparación por NHEJ ocurre con mayor 
frecuencia y es más rápida que la HR157. Teniendo en cuenta esto, se decidió estudiar 
si las DSBs producidas por la CQ se reparaban mediante NHEJ. Para ello, se realizó un 
ensayo de inmunofluorescencia en el que se monitorizó las DSBs mediante el marcaje 
de la fosforilación de la histona H2AX. Así pues, las células de cáncer de ovario se 
trataron con CQ durante 24 horas, tras lo cual se retiró el fármaco mediante lavados, y 
a continuación se incubaron en presencia o ausencia de diferentes inhibidores de la 
reparación por NHEJ. Los inhibidores de la vía de reparación por NHEJ seleccionados 
fueron: KU-57788 (KU) y NU-7026 (NU), inhibidores de DNA-PKs, y SCR7 pirazina 
(SCR7), inhibidor de la DNA ligasa IV. Tras 48 horas en presencia o ausencia de estos 
tres inhibidores, se analizó por inmunofluorescencia el daño en el DNA. Como se puede 
observar en la Figura 34, la CQ fue capaz de generar focos de γH2AX tras 24 horas de 
tratamiento que desaparecían 48 horas después de eliminar el compuesto, lo que se 
debe a una correcta reparación. Sin embargo, el daño persistía cuando se añadieron los 
inhibidores de NHEJ. Además, observamos que el porcentaje de células con focos de 
γH2AX en las muestras CQ+NHEJi era muy superior al encontrado cuando las células 
se trataron solamente con estos inhibidores. Estos resultados demuestran que, al menos 
una parte del daño producido por la CQ es reparado mediante NHEJ. 
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Figura 33. (A) Panel izquierdo: niveles de las proteínas Ku70 y Ku80 después del tratamiento 
con 50 nM de LBH durante 24, 48 o 72 horas. Panel derecho: niveles de expresión de Ku70 y 
Ku80 tras 24 h de tratamiento con LBH (20 nM). Los niveles de β-actina se emplearon como 
control de carga. (B) Porcentaje de NHEJ empleando el plásmido digerido con las enzimas 
HindIII o I-SceI en las líneas IGROV-1 y SK-OV-3. Las células se pretrataron o no con las dosis 
de LBH o NU-7026 indicadas, se transfectaron con el plásmido pEGFP-Pem1-Ad2 linealizado o 
el plásmido circular pEGFP-Pem1 junto con el plásmido rojo pDsRedN1 y se volvieron a tratar 
con las mismas dosis de LBH o NU-7026 durante 72 horas. El porcentaje se calculó tal y como 
se indica en material y métodos. (C) Dot plots de las células sin transfectar con el cassette 
integrado (SK-OV-3-NHEJ, IGROV-1-NHEJ) y transfectadas con 5 µg de un plásmido que 
codifica para la endonucleasa I-SceI y 0,5 µg de pDsRedN1 tras el pretratamiento de 24h con 
LBH o NU-7026. Estas últimas se incubaron en la presencia o ausencia de LBH o NU-7026 72 
horas después de la transfección. La eficiencia de NHEJ se calculó como la proporción de células 
verdes entre células rojas. Los datos mostrados corresponden a la media del análisis de al 
menos tres experimentos independientes y las barras de error representan la desviación 
estándar de los datos (**p < 0,01; *p < 0,05).   
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Figure 1. Panobinostat does not affect DSB repair by NHEJ. (A) Left panel: time-response of NHEJ-related proteins (Ku70,
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2.3. Los inhibidores de reparación por NHEJ inhiben la proliferación 
e inducen apoptosis en las líneas celulares de cáncer de ovario 

Para determinar el efecto de los inhibidores de NHEJ en la proliferación de las 
líneas celulares de cáncer de ovario se llevaron a cabo ensayos MTT usando diferentes 
dosis y tiempos de incubación. Como se muestra en la Figura 35 los tres inhibidores 
provocaron una inhibición de la proliferación dependiente de dosis y tiempo. No 
obstante, los inhibidores KU-57788 y NU-7026 mostraron una mayor potencia a la hora 
de reducir la proliferación celular, observándose una inhibición rápida del crecimiento 
tras 24 horas de iniciar el tratamiento. De hecho, los valores de IC50 a 72 horas de estos 
inhibidores se encuentran entre 0,96 µM y 11,07 µM, mientras que para el inhibidor 
SCR7 pirazina variaron entre 204,5 µM y 329,8 µM.  

Figura 34. El daño en el DNA generado por la CQ se repara por NHEJ. Las líneas celulares SK-
OV-3 y OVCAR-8 se trataron durante 24h con 25 µM de CQ. El tratamiento se eliminó y las 
células se trataron o no con inhibidores de NHEJ durante 48h. Además, se trataron solo con 
estos inhibidores. (A) Focos de γH2AX (verde) detectados mediante microscopía confocal. (B) 
Porcentaje de células con γH2AX (>5 focos/célula). Los datos representados corresponden a la 
media de al menos 50 células por línea y condición. 
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 A continuación, se llevó a cabo un estudio de ciclo celular para caracterizar la 
actividad antiproliferativa de estos compuestos (Figuras 36, 37 y 38). Cuando las 
células se trataron con KU-57788, se observó una acumulación en la fase G0/G1 en 
comparación con las células no tratadas. Este mismo efecto en el ciclo celular había 
sido descrito anteriormente en otros estudios214,239–241. También detectamos parada en 
G0/G1 en las líneas A2780 e IGROV-1 tratadas con el inhibidor NU-7026; sin embargo, 
este efecto no se observó en las otras dos líneas, OVCAR-8 y SK-OV-3, en las 
condiciones estudiadas. La población sub-G0, correspondiente a las células muertas, 
también se analizó tras los distintos tratamientos. El tratamiento con los inhibidores KU-
57788 y NU-7026 incrementó significativamente el porcentaje de células en sub-G0, lo 
que indica que estos inhibidores no solo reducen la proliferación celular, sino que 
también tienen un efecto citotóxico. Por último, el tratamiento con SCR7 pirazina apenas 
alteró el perfil de ciclo celular en las líneas celulares empleadas. 
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Tras el estudio de ciclo celular, se llevó a cabo un ensayo de apoptosis para 
determinar si el efecto citotóxico de los compuestos se debía a la inducción de este 
proceso de muerte celular programada. Como se muestra en la Figura 39, los 
compuestos KU-57788 y NU-7026 indujeron apoptosis de manera dependiente de dosis 
en todas las líneas celulares de ovario. Sin embargo, el inhibidor KU-57788 indujo 
apoptosis a dosis inferiores que el NU-7026. 
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Figura 36. Efecto del inhibidor KU-57788 en el ciclo celular. (A) Porcentaje de células en las 
distintas fases del ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas en presencia o ausencia (C-) de KU-57788 
(B) Porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento con KU-57788. 
Los datos mostrados corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras 
de error representan la desviación estándar de los datos (**p < 0,01; *p < 0,05). 
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Figura 37. Efecto del inhibidor NU-7026 en el ciclo celular. (A) porcentaje de células en las 
distintas fases del ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas en presencia o ausencia (C-) de NU-7026. 
(B) Porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento con NU-7026. 
Los datos representados corresponden a la media de tres experimentos independientes y las 
barras de error representan la desviación estándar de los datos (**p < 0,01; *p < 0,05). 
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Figura 38. Efecto del inhibidor SCR7 pirazina en el ciclo celular. (A) Porcentaje de células en las 
distintas fases del ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas en presencia o ausencia (C-) de SCR7. (B) 
Porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento con SCR7 pirazina. 
Los datos mostrados corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras 
de error representan la desviación estándar de los datos (**p < 0,01; *p < 0,05). 
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2.4. La combinación de cloroquina e inhibidores de NHEJ induce 
muerte celular de manera sinérgica en líneas celulares de 
cáncer de ovario 

Una vez determinado que la CQ produce daño en el DNA, que requiere de la vía 
de reparación de NHEJ para ser reparado, analizamos si la respuesta citotóxica de la 
CQ se podía incrementar con el uso de los tres inhibidores de NHEJ. Para ello, se 
llevaron a cabo ensayos de apoptosis empleando varias dosis de los distintos 
compuestos (KU-57788, NU-7026 y SCR7 pirazina) y manteniendo los ratios entre las 
dosis constantes. Como se muestra en las Figuras 40, 41 y 42, el porcentaje de células 
vivas fue mucho menor cuando se empleó la CQ con cualquiera de los tres inhibidores 
que cuando se usó de manera individual, especialmente en las combinaciones de CQ-
KU-57788 y CQ-NU-7026. Para determinar el tipo de interacción entre estos 
compuestos, se calculó el índice de combinación para cada uno de los casos usando el 
software Compusyn. En todos los casos se obtuvieron índices de combinación inferiores 
a 1, lo que indica que la CQ y los inhibidores de NHEJ presentan una interacción 
sinérgica. 

 

2.5. La citotoxicidad producida por la combinación de cloroquina e 
inhibidores de NHEJ depende de la producción de especies 
reactivas de oxígeno 

Como se ha descrito previamente, la CQ produce DSBs en el DNA e induce junto 
con el LBH, un efecto sinérgico en las líneas celulares de cáncer de ovario. La 
citotoxicidad provocada por la combinación de CQ y LBH dependía de la producción de 
ROS, ya que la adición de un antioxidante, NAC, protegía frente a la muerte celular 
causada por estos dos compuestos. Así pues, se decidió estudiar si la producción de 
estas especies reactivas era también relevante en el efecto citotóxico observado con los 
tratamientos combinados entre la CQ y los inhibidores de NHEJ. Para ello, se realizó un 
ensayo de apoptosis en el que se comparó la supervivencia celular con los distintos 
tratamientos con o sin la adición del antioxidante. La adición de NAC redujo la muerte 
celular generada tanto con la combinación CQ/KU-57788 como con CQ/NU-7026 
(Figura 43). Estos resultados indican que la producción de ROS es determinante en la 
citotoxicidad generada con estos tratamientos.  
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Figura 40. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con cloroquina y KU-57788. Las células 
se trataron durante 72h a las dosis indicadas de CQ y KU-57788 y el porcentaje de células 
apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la supervivencia, la 
fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las distintas tablas. 
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Figura 41. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con cloroquina y NU-7026. Las células se 
trataron durante 72h a las dosis indicadas de CQ y NU-7026 y el porcentaje de células 
apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la supervivencia, la 
fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las distintas tablas. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 116 

 

 

OVCAR-8

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Control CQ 40μM
SCR7 
300μM

CQ 40μM + 
SCR7 300μM

A2780

SK-OV-3 IGROV-1

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ (µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
SCR7 (µM) - - - - 150 225 300 150 225 300
Supervivencia 
(%) 90,0 84,4 79,4 66,5 69,8 44,2 54,4 26,2 21,7 7,8

Fa 0,10 0,16 0,21 0,34 0,30 0,56 0,46 0,74 0,78 0,92
CI - - - - - - - 0,34 0,42 0,21

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ (µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
SCR7 (µM) - - - - 100 150 200 100 150 200
Supervivencia 
(%) 97,2 92,5 91,5 88,1 97,4 97,0 97,1 93,1 84,6 63,3

Fa 0,03 0,08 0,09 0,12 0,03 0,03 0,03 0,07 0,15 0,37
CI - - - - - - - 1,07 0,45 0,12

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ (µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
SCR7 (µM) - - - - 125 187,5 250 125 187,5 250
Supervivencia 
(%) 94,5 87,9 81,7 83,3 93,4 91,1 91,0 89,1 64,4 67,8

Fa 0,06 0,12 0,18 0,17 0,07 0,09 0,09 0,11 0,36 0,32
CI - - - - - - - 1,75 0,19 0,32

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CQ (µM) - 20 30 40 - - - 20 30 40
SCR7 (µM) - - - - 100 150 200 100 150 200
Supervivencia 
(%) 97,1 90,9 87,6 84,2 96,3 95,9 95,3 84,1 85,8 75,2

Fa 0,03 0,09 0,12 0,16 0,04 0,04 0,05 0,16 0,14 0,25
CI - - - - - - - 0,50 0,88 0,54

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

CQ
SCR7
CQ+SCR7

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

CQ
SCR7
CQ+SCR7

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

CQ
SCR7
CQ+SCR7

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

CQ
SCR7
CQ+SCR7

Control CQ 40μM
SCR7 
200μM

CQ 40μM + 
SCR7 200μM

Control CQ 40μM
SCR7 
250μM

CQ 40μM + 
SCR7 250μM Control CQ 40μM

SCR7 
200μM

CQ 40μM + 
SCR7 200μM

0,5% 4,0%

90,0% 5,4%

1,2% 7,5%

66,5% 24,8%

5,1% 32,1%

54,4% 8,4%

23,3% 59,0%

7,8% 9,9%

1,2% 0,7%

97,2% 0,9%

4,7% 4,7%

88,1% 2,5%

1,3% 0,5%

97,1% 1,0%

7,5% 23,4%

63,3% 5,9%

0,5% 1,2%

97,1% 1,2%

4,0% 4,9%

84,2% 7,0%

0,5% 1,3%

95,3% 2,9%

4,0% 6,8%

75,2% 14,1%

0,5% 1,9%

94,5% 3,1%

1,9% 6,2%

83,3% 8,6%

0,7% 3,1%

91,0% 4,7%

7,6% 11,3%

67,8% 13,4%

Figura 42. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con cloroquina y SCR7 pirazina. Las 
células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de CQ y SCR7 y el porcentaje de células 
apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la supervivencia, la 
fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las distintas tablas. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 117 

 

2.6. La combinación de cloroquina, Panobinostat e inhibidores de 
NHEJ induce una mayor muerte celular que las dobles 
combinaciones 

Teniendo en cuenta que tanto la doble combinación de CQ y LBH como la 
combinación de CQ e inhibidores de NHEJ ejercen un efecto sinérgico en la 
supervivencia de las líneas celulares de cáncer de ovario y que el LBH inhibe la 
reparación por HR, pero no afecta a la eficiencia de reparación de DSBs por NHEJ, nos 
planteamos estudiar si la triple combinación podría incrementar la muerte celular de las 
líneas celulares de ovario. Para ello, las líneas celulares más resistentes a la 
combinación de CQ y LBH (A2780, IGROV-1 y SK-OV-3) se trataron con CQ, LBH y 
NU-7026/KU-57788 manteniendo los ratios entre las dosis constates. Pasadas 72 horas 
de tratamiento, el porcentaje de células apoptóticas se determinó mediante citometría 
de flujo. Como se muestra en la Figura 44, la triple combinación de CQ-LBH-NHEJi 
generó un fuerte efecto sinérgico que fue superior al obtenido en las dobles 
combinaciones, especialmente cuando se empleó el inhibidor NU-7026, con la 
excepción de la línea SK-OV-3, donde no se observó un mayor efecto en la combinación 
con CQ-LBH-KU-57788 respecto a las dobles combinaciones. 

 

 

 

0

25

50

75

100

CONTRO L - N AC CQ CQ +NAC KU - 5 7 7 8 8 CQ + KU - 5 7 7 8 8 CQ + KU -
5 7 7 8 8 + N AC

OVCAR-8

***

***

***
**

A

Figure 5. CQ/NHEJi lethality depends on ROS production. (A) Cells were exposed for 72 hours to the indicated concentrations of
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Figura 43. La citotoxicidad del tratamiento con CQ/NHEJi depende de la producción de ROS. (A) 
Las células fueron tratadas durante 72 horas con las concentraciones indicadas de CQ (µM), KU-
57788 (µM) o (B) NU-7026 y el antioxidante NAC (mM) y el porcentaje de células apoptóticas se 
midió marcando con anexina V y yoduro de propidio por citometría de flujo. Los datos 
representados corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras de 
error representan la desviación estándar de los datos (***p<0,001; **p < 0,01; *p < 0,05). 
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Figura 44. La triple combinación CQ-LBH-NHEJi ejerce un efecto sinérgico más potente que las 
combinaciones dobles. Las células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de CQ, LBH y 
KU-57788/NU-7026 y el porcentaje de células apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La 
dosis de cada fármaco, la fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en 
las distintas tablas. 
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Figure 6, The triple combination CQ-NHEJi-LBH exerts a stronger synergy than double combinations, Cells were exposed
for 72 h to the indicated concentrations of LBH, CQ and KU-57788/NU-7026 at a constant ratio and the percentage of apoptotic
cells were assessed by flow cytometry (after cell staining with annexin V and propidium iodide), CI values, calculated using
Compusyn Software, are shown,
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2.7. La combinación de cloroquina y KU-57788 no reduce 
significativamente el crecimiento de tumores de cáncer de 
ovario en un modelo xenograft 

Por último, teniendo en cuenta el efecto sinérgico observado en el tratamiento con 
la CQ y los inhibidores de NHEJ, se decidió estudiar el efecto de la combinación de CQ 
con el inhibidor KU-57788 en un modelo xenograft en ratones inmunodeprimidos. Se 
escogió el compuesto KU-57788 ya que era el que mayor potencia citotóxica mostraba 
en los estudios in vitro.  

Para llevar a cabo este estudio, se generaron tres líneas celulares que expresaban 
la luciferasa (A2780-Luc, OVCAR-8-Luc y SK-OV-3-Luc) mediante el uso de vectores 
lentivirales. Una vez generadas estas líneas, se comprobó que expresaban la luciferasa. 
Como se puede observar en la Figura 45, tras la adición de luciferina, estas líneas 
celulares aumentaron su emisión de bioluminiscencia mientras que en las células wild 
type no se observó este incremento. El uso de líneas celulares luminiscentes resulta 
muy útil en los estudios in vivo, ya que se puede estimar el tamaño del tumor y observar 
su localización. 

Una vez generadas las líneas celulares Luc, se procedió a la generación del 
modelo xenograft de cáncer de ovario. Para ello, se inyectaron de manera subcutánea 
3·106 células de la línea celular A2780-Luc en el flanco derecho de ratones 
inmunodeprimidos. La línea celular A2780-Luc fue seleccionada por su alto índice 
proliferativo y su buena respuesta a los compuestos en estudio. Tras dos semanas en 
las que se controló si se generaban tumores y el tamaño de los mismos, se procedió a 
la randomización de los ratones en 4 grupos y al tratamiento de éstos con CQ, KU-57788 
o la combinación de ambos, manteniendo un grupo que se trató con el solvente en el 
que están disueltos los fármacos como control.  En el momento de inicio de tratamiento, 
el tamaño medio de los tumores en los 4 grupos era de unos 70 mm3 y se realizó una 
medida de la bioluminiscencia inicial de los tumores. A lo largo de los 15 días de 
tratamiento se controló cada dos días el tamaño del tumor y el peso de los animales y a 
los 9 días de tratamiento se volvió a controlar la bioluminiscencia de los tumores (Figura 
46). En la Figura 46, se observa la bioluminiscencia emitida por los tumores de los 
ratones de los distintos grupos al principio y a los 9 días de tratamiento. Como se aprecia 
en la imagen, tras 9 días los tumores aumentaron su tamaño en todos los ratones y no 
se observó ninguna metástasis, manteniéndose las células tumorales en el flanco 
derecho. En la Figura 47 se muestra la evolución en el tamaño del tumor y el peso de 
los tumores al final del tratamiento. Como se observa en esta figura, los tumores de 
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todos los grupos presentaron un rápido crecimiento, si bien se detectó una leve 
reducción en el ritmo de crecimiento en el grupo tratado con el tratamiento de CQ-KU-
577888, aunque no llegó a ser significativa. La gráfica de crecimiento se tuvo que 
interrumpir a los 10 días del tratamiento en todos los grupos, excepto en el 
correspondiente al tratamiento combinado, ya que hubo que sacrificar algún ratón en 
estos 3 grupos (control, CQ y KU) por criterio de punto final (tamaño>1500 mm3). Estos 
resultados sugieren que los fármacos no están llegando a la concentración adecuada a 
los tumores como para producir el efecto citotóxico observado in vitro. Es posible por 
tanto que hubiera que aumentar las dosis y el régimen de tratamiento para encontrar un 
efecto sinérgico in vivo. En cuanto al peso de los tumores, se puede observar en la 
Figura 47 como la mayor parte de los tumores tenían un peso de alrededor de 2 gramos 
al final del tratamiento.  

Figura 47. Bioluminiscencia de los tumores del modelo xenograft de cáncer de ovario. En el 
panel superior se muestran imágenes representativas de los cuatro grupos de ratones de estudio 
al inicio del tratamiento mientras que en el panel inferior se muestran imágenes representativas 
tras 9 días de tratamiento. Para ambos casos, se inyectó luciferina en los animales por vía 
intraperitoneal y tras 10 minutos, previa anestesia de los animales, se obtuvo la imagen en el 
equipo de bioluminiscencia Xenogen IVIS® Spectrum In Vivo Imaging System. 
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DISCUSIÓN 

La CQ podría representar un claro ejemplo de lo que se conoce como drug 
repurposing, ya que varios trabajos y ensayos clínicos han demostrado el beneficio de 
de combinar este compuesto con diferentes agentes quimioterápicos para el tratamiento 
del cáncer154,171–176,242–248. En este trabajo, describimos por primera vez un efecto 
citotóxico sinérgico entre la CQ y distintos inhibidores de NHEJ en líneas celulares de 
cáncer de ovario. Hemos mostrado cómo la CQ genera roturas de doble cadena en el 
DNA que son reparadas mediante NHEJ, y cómo el bloqueo de esta vía de reparación 
con distintos inhibidores de NHEJ, genera un fuerte efecto sinérgico que podría 
emplearse como estrategia terapéutica. 

La CQ es una base débil que bloquea el proceso de autofagia incrementando el 
pH lisosomal y alterando la fusión de los lisosomas a los autofagosomas178,247. La 
inhibición de la autofagia podría explicar el efecto sinérgico que se encuentra cuando se 
emplea la CQ con distintos tratamientos radioterápicos y quimioterápicos. Sin embargo, 
como se ha comentado previamente, distintos trabajos han mostrado que otros 
mecanismos distintos al bloqueo de la autofagia explicarían el efecto antitumoral de este 
compuesto179,180,204,249–251. Por ejemplo, la CQ podría reducir de una manera importante 
la degradación de los fármacos antitumorales en los lisosomas al aumentar el pH de 
estos orgánulos250. También podría actuar como un tampón en el microambiente tumoral 
permitiendo que fármacos básicos entren en las células cancerosas252. Asimismo, este 
fármaco parece afectar a la respuesta inflamatoria y reducir la hipoxia y la capacidad de 
invasión y metástasis de las células tumorales249. La reducción de la metástasis parece 
debida a la eliminación de las células madre tumorales mediante un mecanismo 
epigenético que altera la metilación del DNA251. Existen múltiples estudios, incluido el 
nuestro, que han descrito la CQ incrementa el estrés oxidativo en líneas celulares 
tumorales171,172,181,187,188,191,193,206,207. Esta generación se puede asociar a una inhibición 
de la autofagia, que impediría la eliminación de mitocondrias dañadas, las cuales son la 
mayor fuente de ROS192 o a que este fármaco genere un daño en las crestas 
mitocondriales, lo que conduciría a una despolarización de la membrana mitocondrial, 
una disminución de la actividad de la enzima citocromo c oxidasa y una acumulación de 
superóxido253. El incremento en el estrés oxidativo generado por la CQ podría resultar 
más tóxico para las células tumorales, ya que estas células muestran un mayor nivel de 
estrés oxidativo endógeno253,254. Sin embargo, las células cancerosas suelen presentar 
niveles de reparación del DNA similares a las células normales o incluso incrementados, 
lo que las protegería de la acumulación de daño255. De hecho, en este trabajo se ha 
mostrado cómo el LBH genera un efecto citotóxico sinérgico con la CQ en líneas 
celulares de ovario gracias a una inhibición de la reparación por HR181, una de las dos 
vías implicada en la reparación de DSBs. La otra vía de reparación de DSBs es la de 
NHEJ, que ocurre de manera más rápida157 y se puede emplear para la reparación de 
lesiones relacionadas con el estrés oxidativo256. En nuestro trabajo confirmamos que la 
vía de reparación de NHEJ es esencial para la reparación de DSBs generadas por la 
CQ. La inhibición de esta vía de reparación, empleando tres inhibidores distintos, evitó 
que los focos de γH2AX desaparecieran tras la eliminación del tratamiento con CQ. 
Además, observamos que la CQ generaba un efecto sinérgico cuando se combinaba 
con los tres inhibidores de NHEJ en las cuatro líneas celulares de cáncer de ovario, las 
cuales representan los subtipos histopatológicos más comunes de cáncer de ovario. 

Previamente mostramos cómo la inducción de DSBs por la CQ y la citotoxicidad 
de la combinación CQ/LBH se podía revertir con el uso del antioxidante NAC. En este 
caso, encontramos que la adición de NAC también evitaba la muerte celular de las 
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células tratadas con CQ e inhibidores de NHEJ. Todo esto indica que la producción de 
ROS y la consecuente generación de DSBs es crítica en la citotoxicidad observada con 
las combinaciones estudiadas. Además, observamos que la inhibición de ambas vías 
de reparación del DNA (HRR y NHEJ) aumentó en gran medida el efecto sinérgico 
obtenido con la CQ.  

La habilidad de los inhibidores de NHEJ de detener el crecimiento tumoral cuando 
se emplean en combinación con distintos agentes genotóxicos se ha estudiado en 
distintos tipos de tumores. Así, en el caso del inhibidor de DNA-PKs NU-7026, se ha 
descrito que su uso potencia el efecto citotóxico de compuestos que actúan sobre la 
topoisomerasa II en células de leucemia257. Además, se ha visto un efecto citotóxico 
sinérgico en líneas celulares de colon cuando se emplea junto con irinotecan258 y que 
sensibiliza a las células tumorales a la radiación ionizante259. Un efecto de radio- y 
quimiosensibilización se ha descrito también para el inhibidor KU-57788, otro inhibidor 
selectivo y potente de DNA-PKs239,240,260,261, lo que justifica un mayor desarrollo de estos 
inhibidores para su uso en clínica. En CO, una elevada expresión de DNA-PKs se asocia 
con una peor supervivencia262 y el uso de inhibidores de estas proteínas con agentes 
citotóxicos se ha estudiado en distintos trabajos263,264. Por último, el inhibidor SCR7 y 
sus derivados, que inhiben la DNA ligasa IV, enzima responsable de sellar las DSBs, 
han mostrado reducir la progresión tumoral en modelos animales, especialmente 
cuando se administraba con agentes que dañaban el DNA y generaban DSBs265. Los 
autores observaron que la IC50 variaba entre las distintas líneas celulares tumorales 
estudiadas, siendo la línea de ovario A2780 una de las más resistentes, lo que 
concuerda con nuestros resultados. Sin embargo, a pesar de ser una de las líneas con 
menor sensibilidad, el modelo xenograft con esta línea celular mostró que el tratamiento 
con SCR7 conseguía la regresión del tumor sin efectos secundarios evidentes265. 

Las ventajas de usar uno de estos inhibidores de NHEJ frente a otros, que han 
sido o están siendo desarrollados, en combinación con CQ han de ser evaluadas en 
modelos in vivo. Sin embargo, algunos de estos inhibidores presentan problemas con la 
solubilidad261 y la CQ, que ha probado su eficacia en estudios preclínicos, ha mostrado 
dificultad para atravesar la membrana celular en presencia de los microambientes 
tumorales ácidos característicos de los tumores247. Estos problemas, junto con una baja 
biodisponibilidad en el sitio de desarrollo de los tumores debido a las 
concentraciones/pautas/vías de administración utilizadas, podrían ser los responsables 
del resultado negativo observado en nuestro estudio xenograft. Una opción interesante 
para solventar dichos problemas sería la encapsulación de la CQ en nanopartículas. 
Esta aproximación ha demostrado aumentar la liberación de fármacos antitumorales en 
la zona tumoral, obteniendo mejores perfiles farmacocinéticos, alargando el tiempo de 
circulación del tumor y reduciendo la toxicidad en modelos in vivo217,248,250,266,267. Por 
tanto, la encapsulación de la CQ junto a un inhibidor de NHEJ podría ser una estrategia 
terapéutica interesante para el tratamiento del cáncer de ovario, ya que podría 
recapitular la eficacia del tratamiento combinado mostrado en este trabajo. 
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CAPÍTULO 3: Efecto de la combinación de Panobinostat con 
agentes desestabilizantes de microtúbulos 

Los microtúbulos son componentes del citoesqueleto implicados en el transporte 
intracelular, la división celular, los cambios morfológicos de las células y la motilidad 
celular. Se trata de estructuras cilíndricas compuestas por 13 protofilamentos formados 
por heterodímeros de ɑ- y β-tubulina que polimerizan verticalmente en la misma 
dirección268. Existen múltiples agentes quimioterápicos que se dirigen a los 
microtúbulos, entre los que se encuentran los taxanos134.  

Los taxanos se unen a la tubulina por el sitio de unión del paclitaxel y se emplean 
en el tratamiento del cáncer de ovario junto a los platinos. El principal taxano empleado 
para el tratamiento de este tipo de tumores es el paclitaxel. Como se describió en la 
introducción, el mecanismo de acción de estos compuestos se basa en la unión a los 
microtúbulos, lo que estabiliza los contactos entre los protofilamentos, promoviendo así 
el ensamblaje de éstos. A bajas concentraciones, los taxanos alteran la dinámica de los 
microtúbulos, evitando que las células completen el proceso de mitosis, lo que conduce 
a una acumulación de células en la fase G2/M del ciclo celular y a la muerte celular por 
apoptosis. Por otro lado, a altas concentraciones inhiben la despolimerización de los 
microtúbulos134,135. La eficacia de estos compuestos se ve limitada por su baja 
solubilidad acuosa (<2 µg/ml), su toxicidad a dosis elevadas y la aparición de 
resistencias a estos fármacos138,269–271. Las resistencias a estos compuestos se suele 
asociar a las proteínas P-gp, que expulsan los fármacos fuera de la célula, así como a 
alteraciones en la tubulina (mutaciones de los genes que codifican esta proteína o una 
expresión alterada de ciertos isotipos de tubulina)135,272–275.  

Además del sitio de unión del paclitaxel, existen otros lugares de unión de 
fármacos en la tubulina como son el sitio de la colchicina o el de la vinca que podrían 
ser útiles como diana de nuevos compuestos farmacológicos. En concreto, el lugar de 
unión de la colchicina presenta ciertas ventajas para el diseño de compuestos 
farmacológicos como que sus ligandos presentan estructuras químicas sencillas. Estos 
ligandos tienen efectos antitumorales y afectan a la angiogénesis. Algunos de estos 
compuestos han llegado a ensayos clínicos, como la combretastatina A4 o la 
sulfonamida ABT-751. Sin embargo, su eficacia es limitada puesto que la 
combretastatina A4 presenta una baja solubilidad y presenta un grupo hidroxilo fenólico 
que hace susceptible a esta molécula a la inactivación celular por glucuronidación y, en 
el caso de la sulfonamida ABT-751, su potencia es reducida276–278.  

Teniendo en cuenta las ventajas del sitio de unión a la colchicina, en colaboración 
con el Departamento de Química Farmacéutica de la Universidad de Salamanca, se 
decidió estudiar nuevos compuestos sintetizados por este departamento que se unen al 
sitio de unión de la colchicina de la tubulina. Se estudiaron dos tipos de compuestos: 
sulfonamidas desestabilizantes de microtúbulos (MDS) y una isocombretastatina. Para 
caracterizar su actividad citotóxica se llevaron a cabo ensayos de proliferación y de ciclo 
celular y para estudiar su efecto sobre la ɑ-tubulina se realizaron ensayos de 
inmunofluorescencia. Tras el estudio de los compuestos MDS, se identificaron los 3 
compuestos más eficaces que mostraban una actividad antiproliferativa frente a distintas 
líneas celulares de cáncer de ovario, cérvix y mama de una manera similar o mejor que 
los taxanos. Estos compuestos eran capaces de alterar la estructura de los 
microtúbulos, de inhibir la polimerización de la tubulina, de inducir apoptosis y no eran 
sustratos de la proteína MDR-1, característica de células quimiorresistentes (Anexo 
II)155.  
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Además, se ha descrito que los HDACi, incluido el Panobinostat, afectan a la ɑ-
tubulina, impidiendo su deacetilación268,279–282. Por ello, decidimos estudiar la efectividad 
de una nueva combinación en líneas celulares de cáncer de ovario: Panobinostat en 
combinación con los compuestos desestabilizantes de microtúbulos generados en el 
Departamento de Química Farmacéutica.  

 

3.1. Los compuestos desestabilizantes de microtúbulos inhiben la 
proliferación e inducen una parada de ciclo celular en G2/M y 
apoptosis en líneas celulares de cáncer de ovario 

 Para este trabajo se emplearon cuatro compuestos sintetizados por el 
departamento de Química Farmacéutica de la Universidad de Salamanca, los tres 
publicados recientemente (38, 42, 45) y PILA9, un fármaco aún sin caracterizar. Los 
fármacos 38, 42, 45 son sulfonamidas desestabilizantes de microtúbulos (MDS), 
moléculas híbridas resultado de la combinación de las estructuras químicas de la 
combretastatina A4 y la sulfonamida ABT-751. Estos compuestos mantienen los anillos 
A y B de la combretastatina A4, si bien se elimina el grupo hidroxilo del anillo B o 
sustituye por otros grupos y se modifica un hidrógeno del anillo A, y se unen por el 
puente sulfonamida del compuesto ABT-751 que también se modifica a nivel del 
nitrógeno (Figura 48)155. En el caso del cuarto compuesto (PILA9) es una 
isocombretastatina que mantiene los anillos A y B de la combretastatina A4, si bien se 
modifica el anillo B como se muestra en la Figura 48.  
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Figura 48. Estructura química de los agentes desestabilizantes de microtúbulos empleados en 
este trabajo. (A) Estructura química de la combretastatina A4 y la sulfonamida ABT-751 a partir 
de la cual se diseñaron los compuestos MDS y de los compuestos 38, 42 y 45. Adaptado de 
referencia155. (B) Estructura química de la combretastatina A4 y la isocombretastatina PILA9. 
Realizado con el editor JSME Molecular Editor.  

A

B

A
B

Combretastatina A4

PILA9

A 

B 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 126 

En primer lugar, se evaluó el efecto de estos compuestos a nivel de proliferación 
celular en las cuatro líneas celulares de ovario. Para ello, se estudiaron varias dosis de 
cada uno de los compuestos a 24, 48 y 72 horas. Los resultados se muestran en la 
Figura 49, así como la IC50 a 72 horas de tratamiento. Como se puede observar, los 
cuatro compuestos inhibieron la proliferación de manera dosis y tiempo dependiente. El 
compuesto que mostraba una mayor inhibición del crecimiento celular fue el PILA9 con 
IC50 inferiores a 7 nM en las 4 líneas celulares. De las cuatro líneas celulares, la que 
mostró una mayor sensibilidad a los compuestos MDS fue la línea SK-OV-3 y en el caso 
del compuesto PILA9 fue la línea celular OVCAR-8 la más sensible.  

A continuación, decidimos comprobar si la inhibición de la proliferación de estos 
compuestos era comparable a la observada con el paclitaxel, para ello se llevaron a 
cabo ensayos MTT empleando distintas dosis de este fármaco a distintos tiempos. El 
efecto en la proliferación celular se muestra en la Figura 50 con el valor de la IC50 a 72 
horas. El tratamiento con paclitaxel redujo la proliferación celular de manera dosis y 
tiempo dependiente, siendo la línea celular OVCAR-8 la más sensible a este tratamiento 
(6,61 nM) y siendo la línea A2780 la más resistente al tratamiento (67,75 nM). Si se 
compara la respuesta entre los compuestos desestabilizantes a microtúbulos y el 
paclitaxel, se observa como el compuesto PILA9 muestra unos valores de IC50 mejores 
que el que se obtiene con el tratamiento con paclitaxel, lo que indicaría una mayor 
potencia en la inhibición del crecimiento celular. En el caso de los MDS, observamos 
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Figura 49. Efecto de los compuestos desestabilizantes de microtúbulos en las líneas celulares 
de cáncer de ovario. Las distintas líneas celulares se trataron con las dosis de (A) 38, (B) 42, (C) 
45 y (C) PILA9 indicadas durante 24, 48 y 72 horas tras lo que se midió la viabilidad celular. Los 
datos corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras de error 
representan la desviación estándar de los datos. 
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unas IC50 similares entre el tratamiento con paclitaxel y estos compuestos en las líneas 
A2780 y SK-OV-3, excepto en el caso del compuesto 42, cuya IC50 es mucho menor 
(7,61 nM) a la obtenida con el paclitaxel (38,36 nM). La línea IGROV-1 resultó ser más 
resistente a los MDS que a paclitaxel. 

Posteriormente, se decidió realizar un estudio de ciclo celular para caracterizar la 
actividad antiproliferativa de estos compuestos. En el caso de los compuestos MDS, se 
seleccionó la línea celular más sensible (SK-OV-3) para este estudio, y para el 
compuesto PILA9 se escogieron dos concentraciones distintas para este estudio: 1,75 
nM para las líneas A2780 y OVCAR-8 (más sensibles) y 7,5 nM para las líneas IGROV-
1 y SK-OV-3 (más resistentes). Los resultados se muestran en las Figuras 51 y 52. Los 
tratamientos con los agentes desestabilizantes de microtúbulos generaron una parada 
en la fase G2/M de ciclo celular, salvo el tratamiento con el compuesto 42 en las 
condiciones estudiadas. La parada en esta fase del ciclo celular fue especialmente 
marcada en las células tratadas con el compuesto PILA9. Además, todos los 
compuestos causaron un efecto citotóxico, puesto que aumentaron el porcentaje de 
células en fase subG0. Tras el estudio de ciclo celular, se llevó a cabo un ensayo de 
apoptosis. Como se muestra en la Figura 52, los compuestos MDS indujeron apoptosis 
en la línea celular SK-OV-3. El compuesto PILA9 también generó un aumento en el 
porcentaje de células apoptóticas en las cuatro líneas celulares como se observa en la 
Figura 52. El aumento fue mayor en las líneas celulares A2780 y OVCAR-8, en las que 
con dosis inferiores se observa una inducción más fuerte de la apoptosis. 
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Figura 50. Efecto del paclitaxel en las líneas celulares de cáncer de ovario. Las distintas líneas 
celulares se trataron con las dosis de paclitaxel indicadas durante 24, 48 y 72 horas tras lo que 
se midió la viabilidad celular. Los datos corresponden a la media de tres experimentos 
independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los datos 
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Figura 51. Efecto de los compuestos MDS en el ciclo celular y en la supervivencia celular de la 
línea celular SK-OV-3. (A) Panel superior: Distribución de ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas 
comparando las células tratadas con 38 (600 nM), 42 (50 nM) o 45 (400 nM) con las no tratadas 
excluyendo la población sub-G0. Panel inferior: porcentaje de células muertas (sub-G0) tras 24, 
48 y 72 horas de tratamiento con los compuestos MDS. (B) Porcentaje de células vivas tras el 
tratamiento con 38 (400 nM), 42 (50 nM) y 45 (600 nM). Los datos corresponden a la media de 
tres experimentos independientes y las barras de error representan la desviación estándar de los 
datos (***p<0,001; **p < 0,01; *p < 0,05).  
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3.2. Los compuestos desestabilizantes de microtúbulos alteran la 
estructura de los microtúbulos de líneas celulares de cáncer de 
ovario 

Para estudiar el efecto de las sulfonamidas desestabilizantes de microtúbulos en 
la línea celular más sensible a estos compuestos (SK-OV-3). Para ello se realizó un 
ensayo de inmunofluorescencia donde se marcó en verde la ɑ-tubulina de las células. 
En la Figura 53, se muestra el efecto de los distintos MDS sobre la ɑ-tubulina en la línea 
SK-OV-3. Los compuestos 38, 42 y 45 alteraron la estructura de los microtúbulos. La ɑ-
tubulina en las células sin tratar mostró un aspecto de “hebras” mientras que, en el caso 
de las células tratadas con las distintas sulfonamidas desestabilizantes de microtúbulos, 
la ɑ-tubulina mostró un aspecto más difuso. Asimismo, encontramos células con 
múltiples núcleos con los tres tratamientos. 
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Figura 52. Efecto del compuesto PILA9 en el ciclo celular y en la supervivencia celular. (A) Panel 
superior: perfiles de ciclo celular con o sin el tratamiento con P9 a las dosis indicadas durante 
72h. Panel medio: Distribución de ciclo celular tras 24, 48 y 72 horas comparando las células 
tratadas con P9 con las no tratadas excluyendo la población sub-G0. Panel inferior: porcentaje 
de células muertas tras 24, 48 y 72 horas de tratamiento con P9. Los datos mostrados 
corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras de error representan 
la desviación estándar de los datos (***p<0,001; **p < 0,01; *p < 0,05). (B) Las distintas líneas 
celulares se trataron con las dosis indicadas del fármaco y tras el marcaje con yoduro de propidio 
y anexina V se obtuvieron los distintos dot plots en los que se observa el porcentaje de células 
apoptóticas (anexina V positivas) y necróticas (PI positivas) 
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Una vez comprobado el efecto de los compuestos MDS en la ɑ-tubulina, se decidió 
estudiar si el efecto de la isocombretastatina PILA9 era similar. Para ello se empleó 
microscopía de fluorescencia, en el que se marcó en verde la ɑ-tubulina y en rojo se 
empleó la faloidina, que marca la actina de las células. Los resultados en la línea A2780 
y SK-OV-3 se muestran en la Figura 54. Como se puede observar, el tratamiento con 
PILA9 generó una pérdida del aspecto habitual en “hebras” de los microtúbulos en tan 
solo 24 horas, mostrándose totalmente difusos, especialmente en la línea SK-OV-3. 
Estos resultados indican que tanto los MDS 38, 42 y 45 como PILA9 alteran la red de 
microtúbulos de las células.  

3.3. La combinación de Panobinostat y compuestos 
desestabilizantes de microtúbulos induce muerte celular de 
manera sinérgica en líneas celulares de cáncer de ovario 

La acetilación es una modificación post-traduccional de la ɑ-tubulina con 
importantes funciones celulares, como la migración, la polaridad, el transporte de 
vesículas o el desarrollo. Esta acetilación tiene lugar en el residuo de lisina 40 de la ɑ-
tubulina, que se encuentra en la región interna del microtúbulo268. Los pan-inhibidores 
de histona deacetilasa, como el Panobinostat, actúan sobre la histona deacetilasa 6 que 
es la encargada de deacetilar la ɑ-tubulina de las células. Por lo que, el tratamiento de 
células con estos compuestos inhibe la actividad de la HDAC6, lo que conduce a un 
aumento de la acetilación de la ɑ-tubulina de las células. Existen múltiples estudios en 
los que se ha estudiado el uso combinado de estos agentes con compuestos citotóxicos, 
como el paclitaxel280,281,283–285. Asimismo, en los últimos años existen múltiples trabajos 
en los que se están diseñando inhibidores duales, de HDACs y de la tubulina, en los 
que se observa un fuerte efecto antitumoral y antiangiogénico286–291. Teniendo en cuenta 
todo esto, decidimos realizar ensayos de apoptosis para estudiar el efecto combinado 

Figura 54. Efecto de los compuestos MDS en la ɑ-tubulina de la línea celular SK-OV-3. Mediante 
microscopia confocal se observa en la ɑ-tubulina en verde y los núcleos aparecen marcados con 
DAPI (azul) de las células sin tratar y tratadas 72 horas con los compuestos 38 (600 nM), 42 (50 
nM) y 45 (400 nM). 
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Figura 53. Efecto del compuesto PILA9 en la ɑ-tubulina. (A) La línea A2780 se trató con 1,75 nM 
del compuesto y (B) la línea SK-OV-3 fue tratada con 7,5 nM del compuesto durante 24 horas. 
Mediante microscopia de inmunofluorescencia se observa la ɑ-tubulina en verde y la actina 
marcada en rojo de las células sin tratar y las tratadas con PILA9. Escala: 10 µm. 
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de los distintos agentes desestabilizantes de microtúbulos junto con el Panobinostat. 
Para ello, se emplearon varias dosis de los distintos compuestos manteniendo la 
relación entre las dosis de los distintos fármacos constante. Como se observa en las 
Figuras 55, 56, 57 y 58, el empleo de Panobinostat junto con los compuestos 
desestabilizantes de microtúbulos generó una citotoxicidad muy superior al de los 
tratamientos individuales. Para determinar el tipo de interacción entre estos 
compuestos, se calculó el índice de combinación para cada uno de los casos usando el 
software Compusyn. En todos los casos se obtuvieron índices de combinación inferiores 
a 1, cuando se empleaban las dosis más elevadas, lo que indica que el Panobinostat y 
estos agentes presentan una interacción sinérgica.   
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Figura 55. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con Panobinostat y el compuesto 38. 
Las células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de cada fármaco y el porcentaje de 
células apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la 
supervivencia, la fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las 
distintas tablas. 
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Figura 56. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con Panobinostat y el compuesto 42. Las 
células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de cada fármaco y el porcentaje de células 
apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la supervivencia, la 
fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las distintas tablas. 

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH
42
LBH+42

1% 3,1%

91,5% 4,4% 87,1% 6,2%

1,8% 4,9%

64,7% 14,2%

15,9%5,2%

48,8% 29,5%

15,8%6%

0,7% 1%

97,6% 0,7%

1,3%

87,5% 5,2%

6%

55,7% 14,7%

9,9% 19,8%

30,9% 26,2%

4,5% 38,5%0,1% 0,9%

96,4% 2,6%

1,1% 28,2%

53,5% 17,2% 45,6% 29,1%

23,9%1,4%

25,2% 35,7%

38,7%0,4%

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
42 (nM) - - - - 30 45 60 30 45 60
Supervivencia 
(%) 86,8 83,7 77,2 75,9 82,4 74,7 74,9 67,2 61,7 55,5

Fa 0,13 0,16 0,23 0,24 0,18 0,25 0,25 0,33 0,38 0,45
CI - - - - - - - 0,62 0,66 0,61

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
42 (nM) - - - - 50 75 100 50 75 100
Supervivencia 
(%) 97,6 93,4 91,8 87,5 95,5 72,8 55,7 88,0 49,8 30,9

Fa 0,02 0,07 0,08 0,13 0,05 0,27 0,44 0,12 0,50 0,69
CI - - - - - - - 1,28 0,83 0,87

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
42 (nM) - - - - 25 37,5 50 25 37,5 50
Supervivencia 
(%) 96,4 63,8 60,9 53,5 86,6 72,6 45,6 23,1 21,4 25,2

Fa 0,04 0,36 0,39 0,47 0,13 0,27 0,54 0,77 0,79 0,75
CI - - - - - - - 0,39 0,55 0,82

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
42 (nM) - - - - 400 600 800 400 600 800
Supervivencia 
(%) 91,5 91,9 91,8 87,1 70,1 66,8 64,7 54,5 55,3 48,8

Fa 0,09 0,08 0,08 0,13 0,30 0,33 0,35 0,46 0,45 0,51
CI - - - - - - - 0,19 0,31 0,21

OVCAR-8

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Control LBH 20nM 42 50nM
LBH 20nM+ 

42 50nM

A2780

Control LBH 20nM 42 100nM
LBH 20nM+ 
42 100nM

SK-OV-3 IGROV-1

Control LBH 20nM 42 60nM
LBH 20nM+ 

42 60nM

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH

42

LBH+42

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH

42

LBH+42

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH

42

LBH+42

Control LBH 20nM 42 800nM
LBH 20nM+ 
42 800nM

0,5% 2,6%

86,8% 10,1%

1,2% 7,9%

75,9% 15%

2,4% 5%

74,9% 17,6%

2,5% 14,4%

55,5% 27,7%



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 132 

 

 

 

 

 

  

0,3% 2,4% 2,5%0,2% 1,5%

93,6% 4,6%

2,5%

90,2% 7%

7,1%

76,9% 13,6%

25%

43,1% 29,4%

4,3%1,8%1% 5,4%3,1%

91,5% 4,4%

4,9%

87,1% 6,2%

15,9%

64,6% 15,3%

15,7%

50,4% 28,5%

4,6% 6,4%1,2% 1,6%0,8%

1,2%96,8%

4,6%

88,6% 2,2%

1,5%

96% 0,9%

11,8%

78% 3,9%

0,2% 0,3% 14,5%

13,4%

1,1%

3%

0,7%

2,6%96,5% 71,8%

0,2%

95,7%

23,5%

21,4%54,5%

0,6%

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
45 (nM) - - - - 90 135 180 90 135 180
Superviven-
cia (%) 93,6 91,1 89,4 90,2 77,6 71,1 76,9 51,8 41,8 43,1

Fa 0,06 0,09 0,11 0,10 0,22 0,29 0,23 0,48 0,58 0,57
CI - - - - - - - 5,2E-5 2,3E-6 4,8E-6

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
45 (nM) - - - - 50 75 100 50 75 100
Supervivencia 
(%) 96,8 96,9 93,8 88,6 97,3 97,6 96,0 95,3 92,4 78,0

Fa 0,03 0,03 0,06 0,11 0,03 0,02 0,04 0,05 0,08 0,22
CI - - - - - - - 1,07 1,08 0,68

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
45 (nM) - - - - 37,5 56,3 75 37,5 56,3 75
Supervivencia 
(%) 96,5 89,5 84,0 71,8 97,7 97,1 95,7 77,2 64,5 54,5

Fa 0,04 0,11 0,16 0,28 0,02 0,03 0,04 0,23 0,36 0,46
CI - - - - - - - 0,62 0,63 0,65

Dosis D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
LBH (nM) - 10 15 20 - - - 10 15 20
45 (nM) - - - - 400 600 800 400 600 800
Supervivencia 
(%) 91,5 91,9 91,8 87,1 71,3 67,4 64,6 68,4 58,7 50,4

Fa 0,09 0,08 0,08 0,13 0,29 0,33 0,35 0,32 0,41 0,50
CI - - - - - - - 0,82 0,50 0,33

OVCAR-8

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Anexina V

PI

Control LBH 20nM 45 75nM
LBH 20nM+ 

45 75nM

A2780

Control LBH 20nM 45 100nM
LBH 20nM+ 
45 100nM

SK-OV-3 IGROV-1

Control LBH 20nM 45 180nM
LBH 20nM+ 
45 180nM Control LBH 20nM 45 800nM

LBH 20nM+ 
45 800nM

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH

45

LBH+45

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH

45

LBH+45

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH

45

LBH+45

0

25

50

75

100

0 D1 D2 D3

Su
pe
rv
iv
en
ci
a(
%
)

Dosis

LBH

45

LBH+45

Figura 57. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con Panobinostat y el compuesto 45. Las 
células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de cada fármaco y el porcentaje de células 
apoptóticas se obtuvo por citometría de flujo. La dosis de cada fármaco, la supervivencia, la 
fracción alterada (Fa) y el índice de combinación (CI) se muestran en las distintas tablas. 
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3.4. El Panobinostat y los compuestos desestabilizantes de 
microtúbulos afectan a la acetilación de la ɑ-tubulina 

Teniendo en cuenta la actividad de los inhibidores de histona deacetilasa sobre la 
histona deacetilasa 6, encargada de deacetilar la ɑ-tubulina de las células, se decidió 
estudiar la acetilación de la ɑ-tubulina tras el tratamiento con Panobinostat. Para ello, 
se trataron las distintas líneas celulares de ovario con 20 nM de LBH durante 24 horas, 
tras lo cual se extrajeron proteínas y se estudió la expresión de la ɑ-tubulina y la ɑ-
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Figura 58. Efecto sinérgico del tratamiento combinado con Panobinostat y el compuesto PILA9. 
Las células se trataron durante 72h a las dosis indicadas de cada fármaco y el porcentaje de 
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tubulina acetilada, empleando como control de carga la expresión de la β-actina. Los 
resultados se muestran en la Figura 59, donde se puede observar como el tratamiento 
con Panobinostat aumentó la proporción de ɑ-tubulina acetilada en las cuatro líneas 
celulares estudiadas. El incremento en la acetilación fue mayor en las líneas OVCAR-8 
y SK-OV-3, que eran las que presentaban una mayor sensibilidad a este compuesto 
(IC50 más bajo) y en las que se observaba una parada en G2/M tras el tratamiento con 
este compuesto (Figura 19 y 20). 

 A continuación, se decidió estudiar si los compuestos desestabilizantes de 
microtúbulos afectaban a los niveles de acetilación de ɑ-tubulina. En el caso de los 
compuestos MDS, se eligió el compuesto 38 para este estudio. Para determinar el efecto 
sobre la acetilación de la ɑ-tubulina, las distintas líneas celulares se trataron con dosis 
crecientes del compuesto 38 y del compuesto PILA9 durante 24 horas y se estudió la 
acetilación de esta proteína mediante western blot de la misma manera que para el 
estudio del Panobinostat. Los resultados se pueden observar en la Figura 60, donde se 
ve cómo el compuesto 38 generó un incremento en la proporción de ɑ-tubulina acetilada 
a dosis bajas, mientras que a dosis más elevadas se observó una bajada en esta 
acetilación. Además, se puede observar cómo la cantidad de ɑ-tubulina total se reduce 
levemente con el aumento de dosis del fármaco, lo que se puede explicar ya que los 
compuestos MDS se unen a la ɑ-tubulina e inducen su despolimerización. En el caso 
del compuesto PILA9, la proporción de ɑ-tubulina acetilada solo parece aumentar en la 
dosis más baja estudiada (1,75 nM). La proporción de tubulina acetilada se reduce en 
gran medida con un aumento de la dosis en todas las líneas celulares estudiadas. En 
las líneas más sensibles (A2780 y OVCAR-8), se observa una leve reducción en los 
niveles de ɑ-tubulina total al igual que en el caso del compuesto 38. 

Figura 59. Efecto del Panobinostat en la acetilación de la ɑ-tubulina. Se muestran los niveles de 
ɑ-tubulina total y acetilada y la proporción de ɑ-tubulina acetilada. La proporción de tubulina 
acetilada se calculó como el ratio entre los niveles de ɑ-tubulina acetilada y total previa 
normalización de estos con los niveles de β-actina (control de carga). Los niveles de las células 
sin tratar (C-) se consideraron como 100. 
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3.5. La combinación de Panobinostat y compuestos 
desestabilizantes de microtúbulos inducen una elevada 
acetilación de la ɑ-tubulina 

Como se ha mostrado en las Figuras 59 y 60 tanto el Panobinostat como los 
compuestos desestabilizantes de microtúbulos son capaces de inducir una acetilación 
de la ɑ-tubulina. Esta acetilación se suele asociar con microtúbulos más estables, 
aunque no está claro si esta modificación sería la responsable de dicha estabilidad268,292. 
Una hiperacetilación de la tubulina se ha relacionado con una parada aberrante de la 
mitosis que conduce a una inestabilidad cromosómica y a una aneuploidía de las 
células, lo que podría acabar produciendo la muerte celular293. Además, en algunos 
estudios se ha correlacionado el nivel de acetilación de la ɑ-tubulina con la 
apoptosis294,295. Basándonos en estos antecedentes, nos propusimos estudiar el efecto 
combinado del Panobinostat con compuestos desestabilizantes de microtúbulos sobre 
la acetilación de la ɑ-tubulina. Estudiamos los niveles de expresión de la ɑ-tubulina 
acetilada y total cuando las células se trataron 24 horas con Panobinostat a 20 nM y el 
compuesto 38 (50 nM para la línea SK-OV-3, 80 nM para la línea OVCAR-8 y 100 nM 
para la línea A2780) mediante western blot, y también mediante citometría de flujo y 
microscopia de fluorescencia. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 61. 
En las tres líneas celulares, se puede observar como el tratamiento simple con 
Panobinostat o con el compuesto 38 aumentó de nuevo la acetilación de la ɑ-tubulina 
en comparación con los niveles observados en células sin tratar (control). Cuando se 
emplearon ambos agentes juntos, el incremento de la acetilación fue muy superior al 
observado por el efecto de los compuestos de manera individual.  

Figura 60. Efecto de los compuestos desestabilizantes de microtúbulos en la acetilación de la ɑ-
tubulina. Las células se trataron con dosis crecientes de (A) 38 y (B) P9 y los niveles de ɑ-tubulina 
total y acetilada y la proporción de ɑ-tubulina acetilada se muestran. La proporción de tubulina 
acetilada se calculó como el ratio entre los niveles de ɑ-tubulina acetilada y total previa 
normalización de estos con los niveles de β-actina (control de carga). Los niveles de las células 
sin tratar (C-) se consideraron como 100. 
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Figura 61. La combinación de Panobinostat y el compuesto 38 induce una gran acetilación de 
la ɑ-tubulina. Las líneas celulares (A) A2780, (B) OVCAR-8 y (C) SK-OV-3 se trataron con LBH 
(20 nM) y el compuesto 38 a las dosis indicadas durante 24 horas. En la parte superior de los 
paneles se muestran los niveles de ɑ-tubulina total y acetilada por western blot (izquierda) y 
citometría de flujo (derecha) y la proporción de ɑ-tubulina acetilada. La proporción de tubulina 
acetilada se calculó como el ratio entre los niveles de ɑ-tubulina acetilada y total previa 
normalización de estos con los niveles de β-actina (control de carga). Los niveles de las células 
sin tratar (C-) se consideraron como 100. En la parte inferior de los paneles se observa mediante 
microscopia de inmunofluorescencia la ɑ-tubulina acetilada marcada en verde, la actina marcada 
en rojo y los núcleos marcados en azul de las células sin tratar y las tratadas con los distintos 
compuestos. Escala: 10 µm. 
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A continuación, se quiso comprobar el efecto sobre la acetilación de la tubulina de 
los otros dos compuestos análogos de sulfonamidas, 42 y 45. Para ello, se estudiaron 
los niveles de expresión de la ɑ-tubulina acetilada y total en los tratamientos de 24 horas 
con Panobinostat y dichos compuestos mediante western blot. Los resultados se 
muestran en la Figura 62. Se puede observar cómo la acetilación de la tubulina aumentó 
con los tratamientos individuales con LBH, 42 y 45. El tratamiento combinado LBH-42 y 
LBH-45 produjo un aumento aún mayor en la acetilación, con la excepción de la línea 
celular OVCAR-8 tratada con LBH y 42, donde los niveles fueron similares a los 
obtenidos con el LBH en monoterapia. Estos resultados fueron además verificados 
mediante inmunofluorescencia (Figura 62). 

Figura 62. La combinación de Panobinostat y los compuestos 42 y 45 induce una gran acetilación 
de la ɑ-tubulina. (A) Las líneas celulares A2780, OVCAR-8 y SK-OV-3 se trataron con LBH y los 
compuestos 42/45 a las dosis indicadas durante 24 horas. En la parte superior de los paneles se 
muestran los niveles de ɑ-tubulina total y acetilada por western blot y en la parte inferior la 
proporción de ɑ-tubulina acetilada. La proporción de tubulina acetilada se calculó como el ratio entre 
los niveles de ɑ-tubulina acetilada y total previa normalización de estos con los niveles de β-actina 
(control de carga). Los niveles de las células sin tratar (C-) se consideraron como 100. (B) Imágenes 
representativas obtenidas por microscopia de inmunofluorescencia en las que se observa la ɑ-
tubulina acetilada en verde, la actina en rojo y los núcleos en azul de las células sin tratar y las 
tratadas con los distintos compuestos. Escala: 10 µm. 
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Por último, se exploró el efecto de la combinación de Panobinostat y PILA9 tras 
24 horas de tratamiento. Teniendo en cuenta que los niveles de ɑ-tubulina acetilada se 
reducen drásticamente con el tratamiento con esta isocombretastatina a dosis elevadas, 
se empleó una dosis más baja de este compuesto (1,75 nM) junto con el LBH. Los 
resultados se muestran en la Figura 63. El tratamiento con LBH y PILA9 aumentó la 
proporción de tubulina acetilada y la combinación de ambos agentes incrementó esta 
acetilación en gran medida. 

 

  

Figura 63. La combinación de Panobinostat y PILA9 una gran acetilación de la ɑ-tubulina. (A) 
Las líneas celulares de cáncer de ovario se trataron con LBH y PILA9 a las dosis indicadas 
durante 24 horas. Se muestran los niveles de ɑ-tubulina total y acetilada por western blot y la 
proporción de ɑ-tubulina acetilada. La proporción de tubulina acetilada se calculó como el ratio 
entre los niveles de ɑ-tubulina acetilada y total previa normalización de estos con los niveles de 
β-actina (control de carga). Los niveles de las células sin tratar (C-) se consideraron como 100. 
(B) Imágenes representativas obtenidas por microscopia de inmunofluorescencia en las que se 
observa la ɑ-tubulina acetilada en verde y la actina en rojo de las células sin tratar y las tratadas 
con los distintos compuestos. Escala: 10 µm. 
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DISCUSIÓN 

Los taxanos, generalmente el paclitaxel en monoterapia o en combinación con 
platinos, representan la primera línea de tratamiento quimioterápico de los tumores 
ginecológicos, incluyendo el cáncer de ovario38,94,296. Estos compuestos se unen al sitio 
taxol de la β-tubulina generando una parada de ciclo celular, un incremento de la 
polimerización de los microtúbulos y una inhibición de la replicación de las células 
tumorales138,272. No obstante, la eficacia de este tratamiento se ve limitada por la 
toxicidad, los problemas de farmacocinética y la aparición de resistencias, lo que hace 
necesaria la búsqueda de nuevos tratamientos272,273. La tubulina presenta otros sitios de 
unión de interés farmacológico, entre los que se encuentra el sitio de la colchicina. El 
lugar de unión de la colchicina presenta ciertas ventajas para el diseño de compuestos 
farmacológicos como que sus ligandos presentan estructuras químicas sencillas. En 
este trabajo, se han estudiado cuatro compuestos que se unen al sitio de la colchicina 
de la tubulina y que podrían presentar un gran potencial como agentes antitumorales en 
monoterapia y especialmente combinados con un inhibidor de histona deacetilasa, el 
Panobinostat. Tres de estos compuestos son sulfonamidas desestabilizantes de 
microtúbulos (38, 42 y 45)155, moléculas híbridas de la combretastatina A4 y el 
compuesto ABT-751, y uno de ellos es una isocombretastatina (PILA9).  

Los compuestos que se unen al sitio de la colchicina, como la combretastatina A4 
o el ABT-751 se han empleado para el tratamiento de distintos tipos de enfermedades 
incluido el cáncer297,298. La combretastatina A4 presenta actividad antimitótica, 
antiangiogénica, capacidad de bloquear la migración de las células tumorales y una gran 
citotoxicidad frente a líneas celulares quimiorresistentes. El compuesto ABT-751, por su 
parte, presenta una buena farmacocinética si bien su citotoxicidad es reducida297,298. Los 
fármacos frente al sitio de la colchicina generan un efecto citotóxico en líneas celulares 
tumorales junto con una parada en G2/M297–301. Coincidiendo con lo descrito, los 
compuestos estudiados mostraron una fuerte respuesta antiproliferativa en las cuatro 
líneas celulares de ovario, especialmente en la línea SK-OV-3, que es la que muestra 
una mayor sensibilidad (IC50 menor). Asimismo, encontramos que el tratamiento con 
estos compuestos induce apoptosis y una fuerte parada en la fase G2/M del ciclo celular. 
En cuanto a la disposición de los microtúbulos, observamos que los cuatro compuestos 
alteraban la estructura de los microtúbulos, que pierden su aspecto de “hebras” para 
adoptar una disposición más difusa. Estos cambios en la estructura de la tubulina son 
similares a los observados en distintas líneas celulares tumorales con otros compuestos 
que se unen al sitio de unión de la colchicina, donde se ha visto que estos agentes se 
unen a la β-tubulina impidiendo que el microtúbulo adopte una posición recta, inhibiendo 
así el correcto ensamblaje y la polimerización de los microtúbulos297,299–301.  

Como se ha descrito anteriormente, las histonas deacetilasas presentan un papel 
esencial en la regulación epigenética actuando como represores transcripcionales. Una 
expresión elevada se ha observado de manera frecuente en distintos tumores, incluidos 
los de ovario127–129,289. Esta alta expresión se relaciona con la progresión tumoral, un mal 
pronóstico y el desarrollo de quimioresistencias127–129, por lo que el uso de inhibidores 
de HDAC podría ser útil para el tratamiento de este tipo de tumores. Los HDACi 
promueven la transcripción de distintos genes cuya expresión aparece reprimida en los 
distintos tumores164. Los pan-HDACi, como el LBH o el Vorinostat, inhiben distintas 
HDACs como la histona deacetilasa 6. La HDAC6 se encarga de deacetilar el residuo 
40 de lisina de la ɑ-tubulina, por lo que la actividad de los HDACi recupera la acetilación 
de la ɑ-tubulina268,279. En las líneas celulares de CO, detectamos un incremento en la 
acetilación de la ɑ-tubulina tras el tratamiento con LBH, lo que coincide con lo observado 
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en distintos estudios en los que se describe una estabilización de los microtúbulos tras 
el tratamiento con HDACis en distintas líneas celulares, incluidas las de cáncer de 
ovario280–282. 

Diversos trabajos han observado un incremento en la citotoxicidad producida por 
agentes que se unen a la tubulina en combinación con HDACi, por lo que se están 
desarrollando moléculas inhibidoras duales que parecen presentar una fuerte respuesta 
citotóxica280–291. Esta mayor inducción de la apoptosis también se ha observado en 
modelos xenograft, donde se ha visto como el tratamiento combinado aumentaba al 
supervivencia de los ratones285. En cáncer de ovario, también se ha descrito como 
distintos inhibidores de histona deacetilasas, como el Vorinostat, potencian la apoptosis 
generada por el paclitaxel280,283,284. Estos resultados son similares a los observados en 
nuestro trabajo, donde la adición del LBH al tratamiento con agentes que interfieren con 
los microtúbulos produce sinergia en las líneas CO280,283,284. La eficacia de los taxanos 
en combinación con los HDACi se ha atribuido al efecto que tienen ambos agentes sobre 
la estabilización de los microtúbulos, puesto que los dos inducen una mayor acetilación 
de la ɑ-tubulina, y con ello una estabilización de los microtúbulos281. Sin embargo, los 
agentes desestabilizantes de microtúbulos (MDS) típicamente disminuyen los niveles de 
acetilación de la tubulina302,303. No obstante, nuestros resultados indican que, a dosis 
bajas, los MDS estudiados también aumentan los niveles de acetilación de la tubulina, 
es más, la combinación de estos MDS con LBH potencia el efecto sobre la acetilación 
de los tratamientos individuales.  Estos datos están en consonancia con otros trabajos 
donde también observan un nivel elevado de acetilación en condiciones de 
despolimerización de los microtúbulos. Así, los investigadores observaron que la 
colchicina bloquea la mitosis a altas concentraciones, mientras que a dosis más bajas 
estabiliza los microtúbulos, mostrándose niveles elevados de acetilación303. Además, los 
microtúbulos resistentes a la colchicina mostraban altos niveles de acetilación303. Por 
otro lado, se ha visto que los niveles de acetilación de ɑ-tubulina se podrían 
correlacionar con los niveles de apoptosis. Esto se podría explicar porque una 
hiperacetilación de esta proteína se relaciona con una parada aberrante de la mitosis, 
lo que conduce a una inestabilidad cromosómica y a una aneuploidía de las células que 
podría acabar en muerte celular293–295,303. En nuestro caso, una inducción del proceso 
de apoptosis podría explicar el incremento de acetilación que observamos con nuestros 
compuestos.  

Teniendo en cuenta todos los resultados observados, el empleo de un HDACi 
junto a un compuesto desestabilizante de microtúbulos podría suponer una nueva 
estrategia terapéutica para el tratamiento del CO, especialmente para tumores que 
presenten resistencias al tratamiento estándar con taxanos. Sería necesario el estudio 
de estas combinaciones en modelos animales para testar la citotoxicidad que podrían 
provocar ambos agentes, especialmente la de los compuestos desestabilizantes de 
microtúbulos, ya que, de momento, solo hemos estudiado su actividad in vitro. 
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CONCLUSIONES 
Las conclusiones de este trabajo son: 

1. La cloroquina, además de inhibir la autofagia, induce la producción de 
especies reactivas de oxígeno generando roturas de doble cadena del DNA.  
Estas lesiones pueden ser reparadas tanto por la vía de reparación de 
recombinación homóloga como por la vía de reparación por unión de extremos 
no homólogos. 

2. El Panobinostat, inhibidor de histona deacetilasa, presenta efectos celulares 
pleiotrópicos afectando a la reparación del DNA por recombinación homóloga, 
al proceso de autofagia y a la acetilación de la ɑ-tubulina.  

3. La combinación de compuestos que provocan daño en el DNA, como la 
cloroquina o el cisplatino, junto con agentes que alteran la reparación del DNA, 
como el Panobinostat o los inhibidores de la vía de reparación por unión de 
extremos no homólogos, produce un efecto citotóxico sinérgico en líneas 
celulares de cáncer de ovario, representando una posible estrategia 
terapéutica en pacientes con este tipo de tumor.  

4. El estudio de nuevos compuestos que afectan a los microtúbulos, con mayor 
potencia y una solubilidad mejorada respecto a los taxanos, tiene un gran 
potencial frente al tratamiento de distintos tipos de tumores, como los de 
ovario, donde los taxanos representan el tratamiento estándar. 

5. La combinación de inhibidores de histona deacetilasa, como el Panobinostat, 
junto con agentes que alteran la estabilidad de los microtúbulos mejora el 
efecto citotóxico de estos últimos, lo que representaría una posible estrategia 
en el tratamiento de tumores de cáncer de ovario. 
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