




 

 
 

 

 

Departamento y Facultad de Medicina  

Programa de Doctorado en Medicina 

 

 

TUMORESFERAS COMO PLATAFORMAS DE CRIBADO 

FARMACOLÓGICO IN VITRO/IN VIVO PARA LA BÚSQUEDA 

DE NUEVAS TERAPIAS CONTRA EL CÁNCER DE PULMÓN NO 

MICROCÍTICO 

 

 

TESIS DOCTORAL presentada por: 

Héctor Antonio Amado Labrador 

 

Directores: 

Dr. Carlos Camps Herrero  

Dra. Silvia Calabuig Fariñas 

 

 

Valencia, noviembre de 2019 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

CARLOS CAMPS HERRERO, Dr. por la Universitat de València, Catedrático del Departamento de 

Medicina de la Universitat de València y Jefe del Servicio de Oncología del Consorcio Hospital General 

Universitario de Valencia (HGUV). 

 

CERTIFICA: 

 

Que Don Héctor Antonio Amado Labrador, Médico, Especialista en Medicina Interna, ha realizado bajo 

mi dirección la Tesis Doctoral que lleva por título “Tumoresferas como plataformas de cribado 

farmacológico in vitro/in vivo para la búsqueda de nuevas terapias contra el cáncer de pulmón no 

microcítico”. Dicha tesis reúne todos los requisitos necesarios para su juicio y calificación para optar 

al título de Doctor por la Universitat de València. 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
Valencia, 27 de noviembre de 2019. 
 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

SILVIA CALABUIG FARIÑAS, Dra. por la Universitat de València, Investigadora postdoctoral de 

Oncología Molecular de la Fundación para la Investigación del Hospital General Universitario de 

Valencia (FIHGUV) y Profesora Ayudante Doctor del Departamento de Medicina de la Universitat de 

València. 

 

CERTIFICA: 

 

Que Don Héctor Antonio Amado Labrador, Médico, Especialista en Medicina Interna, ha realizado bajo 

mi dirección la Tesis Doctoral que lleva por título “Tumoresferas como plataformas de cribado 

farmacológico in vitro/in vivo para la búsqueda de nuevas terapias contra el cáncer de pulmón no 

microcítico”. Dicha tesis reúne todos los requisitos necesarios para su juicio y calificación para optar 

al título de Doctor por la Universitat de València. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Valencia, 27 de noviembre de 2019. 
 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Un hombre auténtico tiene como ideal moral hacer el bien en el hombre” 

 

DR. JOSE GREGORIO HERNÁNDEZ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

AGRADECIMIENTOS  

 
Este es el pequeño espacio que dedico para agradecer a todas aquellas personas que colaboraron en 

hacer realidad este objetivo.  

Primeramente, a DIOS, mi guía espiritual y protector. 

A mis padres María Doris y Héctor, quienes con sus sabios consejos y apoyo incondicional han hecho 

posible todo lo que me he propuesto, dejando en mi un gran legado, la mejor herencia que se puede 

recibir “Educación”, siendo los responsables de mi formación personal, académica y profesional; a 

quienes amo y admiro enormemente.  

Al Dr. Carlos Camps, por su acogida en el Servicio de Oncología del HGUV y en el Laboratorio de Biología 

Molecular de la FIHGUV, por apoyarme durante estos años y brindarme la oportunidad de desarrollar 

este proyecto de tesis doctoral que hoy en día se materializa. 

A la Dra. Silvia Calabuig, por haber sido como una “madre”, como se hace llamar para todos en el 

laboratorio, una persona admirable, inteligente, currante como nadie he visto en la vida, con mucho 

profesionalismo y capacidad de resolver, siempre con tiempo, aunque poco pero suficiente para 

atender a las necesidades presentadas, psicoterapeuta en los momentos de agobio y sobre todo una 

buena amiga.   

A la Dra. Eloísa Jantus, por su acogida en el laboratorio, sabios consejos, apoyo incondicional y su 

valiosa aportación científica durante el desarrollo de este proyecto.   

Al Dr. Cristóbal Aguilar por sus valiosos aportes y participación en el proyecto. 

A todo el personal humano que conforma el Laboratorio de Biología Molecular, en primer lugar y muy 

en especial a Eva Escorihuela, Marais Mosqueda, Dra. Sandra Gallach y Dr. Alejandro Herreros; por sus 

invaluables enseñanzas, apoyo, colaboración, confianza y amistad. A mis compañeros y amigos Dr. 

Franklin, Elena, Andrea, Feiyu Zhang (Bruno), Ning Dong (Clara), Susana, Sara, Valentina y Eva (PD-L1); 

por su colaboración, apoyo incondicional en todo momento, por compartir sus conocimientos y hacer 

de la estancia una grandiosa experiencia.   

Quiero agradecer a todos los profesionales que forman parte del Servicio de Oncología Médica del 

HGUV, así mismo al Servicio de Anatomía Patológica, Quirófano y Cirugía Torácica; muy en especial a 

la Dra. Lara Navarro por su colaboración y al Dr. Juan Murga, del Departamento de Química Inorgánica 

y Orgánica de la Universidad Jaume I de Castellón. 



 
 

A la Fundación Carolina y a la Fundación BBVA por brindarme la oportunidad de venir a España a 

desarrollar un proyecto de investigación traslacional en cáncer, en el marco de uno de los programas 

de sus becas ofertadas para médicos especialistas Latinoamericanos.   

Al Centro de Investigación Príncipe Felipe (CIPF), muy en especial a Alicia Martínez y al personal del 

Animalario de la Unidad Central de Investigación de la Universitat de València, muy en especial a la 

Dra. Ana Diaz y a Pilar Navarro.  

A toda mi familia, muy en especial a mi hermana Stefany y abuela Flor, a quienes amo.   

Finalmente, quiero agradecer en mención especial a los pacientes, ya que su desinteresada 

colaboración ha permitido tanto la realización de esta tesis como el continuo avance en la investigación 

contra el cáncer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

RESUMEN  

El cáncer de pulmón es el tumor con mayor mortalidad a nivel mundial, y en concreto el cáncer de 

pulmón no microcítico (CPNM) comprende más del 80% de los casos. Actualmente, los fármacos más 

empleados en este tipo de cáncer son los quimioterápicos; sin embargo, la adquisición de resistencia 

a estos compuestos limita en gran medida la eficacia de los tratamientos. Dentro de las diferentes 

poblaciones celulares presentes en el microambiente tumoral se encuentran las células madre 

tumorales (CMTs), encargadas de la proliferación y diferenciación, estas células tienen capacidad de 

latencia y poca respuesta a los tratamientos empleados actualmente en la práctica clínica, por tanto, 

responsables de las recidivas. El objetivo principal del presente trabajo es identificar nuevos fármacos, 

más eficaces para la inhibición de la población de células madre tumorales en cáncer de pulmón no 

microcítico. Para ello, se emplea la formación de tumoresferas in vitro como aproximación de células 

enriquecidas en propiedades de células madre tumorales, a partir de 12 líneas celulares (H23, H358, 

H460, H1395, H1650, H1975, H1993, H2228, A549, PC9, SW900 y HCC827) y 7 cultivos primarios 

(FIS299, FIS302, FIS303, FIS315, FIS317, FIS320 y FIS343) derivados de tumores de CPNM resecados de 

pacientes. Las tumoresferas se emplearon como plataformas de cribado farmacológico in vitro de 

11.280 compuestos pertenecientes a las quimiotecas Prestwick y Myria, identificando mediante 

ensayos de viabilidad celular tres compuestos (DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4) con capacidad inhibitoria 

estadísticamente significativa (p < 0.05) frente a las tumoresferas, en comparación con los datos 

obtenidos en las células crecidas en adherencia. Demostrando que estos 3 fármacos inducen apoptosis 

mediante la activación de la vía de señalización ROS-p38 MAPK y son capaces de inhibir MMP9, gen 

implicado en el desarrollo de metástasis a distancia. Posteriormente, el ensayo in vivo corroboró los 

resultados in vitro, demostrando la capacidad antitumoral de estos compuestos seleccionados, al 

reducir el volumen tumoral en xenografts inducidos con tumoresferas de CPNM. Sin embargo, faltarían 

más estudios para la caracterización de otras posibles vías activadas o inhibidas por estos fármacos, 

como posibles mecanismos de acción implicados en la inhibición de las tumoresferas de pulmón con 

propiedades de CMTs, para en un futuro intentar implementar estos fármacos como posibles nuevos 

inhibidores de CMTs de pulmón, solos o en combinación con los tratamientos convencionales.  

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

RESUM 

El càncer de pulmó és el tumor amb major mortalitat a nivell mundial, i en concret el càncer de pulmó 

no microcític (CPNM) compren més del 80% dels casos. Actualment, els fàrmacs més empleats en 

aquest càncer són els quimioteràpics; no obstant, l'adquisició de resistència a aquests compostos 

limita en gran manera l'eficàcia dels tractaments. Dins de les diferents poblacions cel·lulars presents 

en el microambient tumoral es troben les cèl·lules mare tumorals (CMTs), encarregades de la 

proliferació i diferenciació, estes cèl·lules tenen capacitat de latència i poca resposta als tractaments 

empleats actualment en la pràctica clínica, per tant, responsables de les recidives. El nostre objectiu 

principal és identificar nous fàrmacs, més eficaços per a la inhibició de la població de cèl·lules mare 

tumorals en càncer de pulmó no microcític. Per a això, s'empra la formació de tumoresferes in vitro 

com a aproximació de cèl·lules enriquides en propietats de cèl·lules mare tumorals, a partir de 12 línies 

cel·lulars (H23, H358, H460, H1395, H1650, H1975, H1993, H2228, A549, PC9, SW900 i HCC827) i 7 

cultius primaris (FIS299, FIS302, FIS303, FIS315, FIS317, FIS320 i FIS343) derivats de tumors de CPNM 

ressecats de pacients. Les tumoresferes es van emprar com a plataformes de garbellament 

farmacològic in vitro de 11.280 compostos pertanyents a les quimioteques Prestwick i Myria, 

identificant per mitjà d'assajos de viabilitat cel·lular tres compostos (DSF, JMM 1-3 i JMM 1-4) amb 

capacitat inhibitòria estadísticament significativa (p < 0.05) enfront de les tumoresferes, en 

comparació amb les dades obtingudes en les cèl·lules crescudes en adherència. Demostrant que estos 

3 fàrmacs induïxen apoptosi per mitjà de l'activació de la via de senyalització ROS-p38 MAPK i són 

capaços d'inhibir MMP9, gen implicat en el desenrotllament de metàstasi a distància. Posteriorment, 

l'assaig in vivo va corroborar els resultats in vitro, demostrant la capacitat antitumoral d'estos 

compostos seleccionats, al reduir el volum tumoral en xenografts induïts amb tumoresferes de CPNM. 

No obstant això, faltarien més estudis per a la caracterització d'altres possibles vies activades o 

inhibides per estos fàrmacs, com a possibles mecanismes d'acció implicats en la inhibició de les 

tumoresferes de pulmó amb propietats de CMTs, para en un futur intentar implementar estos fàrmacs 

com a possibles nous inhibidors de CMTs de pulmó, sols o en combinació amb els tractaments 

convencionals.  

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT  

Lung cancer is the most frequent cancer and the leading cause of cancer death worldwide, and 

specifically non-small cell lung cancer (NSCLC) comprises more than 80% of cases. Currently, the most 

commonly used drugs in this type of cancer are chemotherapeutics; however, the acquisition of 

resistance to these compounds greatly limits the effectiveness of the treatments. Inside the different 

cell populations present in the tumor microenvironment are the cancer stem cells (CSCs), responsible 

for proliferation and differentiation, these cells have latent capacity and little response to the 

treatments currently used in clinical practice, therefore, responsible for recurrences. The main 

objective of this work is to identify new compounds, more effective for the inhibition of the population 

of cancer stem cells in non-small cell lung cancer. For this purpose, in vitro tumorspheres formation is 

used as an approximation of enriched cells in properties of cancer stem cells, from 12 cell lines (H23, 

H358, H460, H1395, H1650, H1975, H1993, H2228, A549, PC9, SW900 and HCC827) and 7 primary 

cultures (FIS299, FIS302, FIS303, FIS315, FIS317, FIS320 and FIS343) derived from resected NSCLC 

tumors from patients. The tumorspheres were used as in vitro pharmacological screening platforms of 

11.280 compounds belonging to the Prestwick and Myria libraries, identifying three compounds (DSF, 

JMM 1-3 and JMM 1-4) with statistically significant inhibitory capacity (p <0.05) against tumorspheres, 

compared with data obtained in cells grown in monolayer. Proving that these 3 drugs induce apoptosis 

by activating the ROS-p38 MAPK signalling pathway and are capable of inhibiting MMP9, a gene 

involved in the development of distant metastases. Subsequently, in vivo assay supported the results 

in vitro, demonstrating the antitumor capacity of these selected compounds, by reducing tumor 

volume in xenografts induced with NSCLC tumorspheres. However, more studies would be lacking for 

the characterization of other possible pathways activated or inhibited by these drugs, as possible 

mechanisms of action involved in the inhibition of lung tumorspheres with CSCs properties. The future 

steps could be to try to implement these compounds as possible new inhibitors of lung CSCs, alone or 

in combination with conventional treatments. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

LISTADO DE ABREVIATURAS Y SIGLAS 

ABCG2: Transportador de casete de unión a ATP, miembro 2 de la superfamilia G 

ACTB1: Gen actina beta 1 

ADAM: Metaloproteinasa y desintegrina 

ADC: Adenocarcinoma  

ADH: Adherentes  

ADN: Ácido desoxirribonucleico  

ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario  

AJCC: Comité Americano sobre el Cáncer 

AKT: Proteína kinasa B 

ALCAM: Molécula de adhesión de células leucocitarias activadas (CD166) 

ALDH: Enzima aldehído deshidrogenasa  

ALDH1A1: Gen codificante de la proteína aldehído deshidrogenasa 1, miembro de la familia A1 

ALK: Kinasa de linfoma anaplásico  

AP: Anatomía patológica  

ARN: Ácido ribonucleico        

ATP: Adenosín trifosfato 

BCC: Carcinoma basocelular  

bFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos básico 

BMI-1: Proteína del complejo Polycomb BMI-1 

BRAF: Proto oncogén B-Raf o homólogo B del oncogén viral del sarcoma murino 

BSA: Albumina de suero bovino  

CDKN2A: Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2A, “Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A"  

CDKN1B: Inhibidor 1B de quinasa dependiente de ciclina 

CD34: Glucoproteína transmembranal (Cúmulo de diferenciación 34)  

CD38: Glucoproteína transmembranal (Cúmulo de diferenciación 38) 

CD44: Glicoproteína transmembrana implicada en la adhesión celular 

CD74: Clúster de diferenciación 74 

CD90: Antígeno de diferenciación de timocitos 1 (THY-1) 

CD133: Prominin-1, es una glicoproteína codificada por el gen PROM1 

Cél: Células  

Ciclina D1: Proteína específica de G1/S 

c-Met: proteína o receptor tirosina-quinasa, factor c de transición epitelio-mesenquimal  

cm2: Centímetros cuadrados  

CMTs: Células madre tumorales 

CNT: Control  

COX2: Gen de la ciclooxigenasa 2 o PTGS2 (Prostaglandina-endoperóxido sintasa 2) 

CO2: Dióxido de carbono  

Cp: Punto de cruce, “crossing point” 

CPNM: Cáncer de pulmón no microcítico 

Ct: Ciclo umbral, “Cycle threshold” 

CTLA-4: Linfocito T citotóxico ligado a la proteína 4 

Cu: Cobre  

CYP1A1: Citocromo P450, familia 1, miembro A1 
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CYP3A4: Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipéptido 4 

Cyt-c: Citocromo C 

C797S: Mutación que sustituye una cisteína (C) por una serina (S) en la posición 797 del exón 20 en 

EGFR 

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol 

DCAMKL-1: Quinasa 1 de tipo doublecortina; Grupo: CAMK, “Doublecortin-like kinase 1; Group: 

CAMK” 

DHH: Desert Hedgehog 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DSF: Disulfiram  

E: Eficiencia del gen  

EBUS: Ecografía endobronquial o ecobroncoscopia lineal 

ECD: Colorante de acoplamiento electrónico 

IC50: Concentración mínima inhibitoria 

EE. UU.: Estados Unidos de América  

EGF: Factor de crecimiento epidérmico 

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico  

EMA: Agencia Europea Reguladora de Medicamentos 

EML4: Proteína asociada a microtúbulo de equinodermo 4 

EpCAM: Molécula de adhesión de células epiteliales, CD326 

ERK: Vía de señalización regulada por quinasas extracelulares 

ESF: Esferas 

EUS: Ultrasonido endoscópico 

FAS: Receptor de muerte celular Fas 

SBF: Suero bobino fetal  

FDA: Agencia de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos 

Gli1: Factor de transcripción familia Gli 1 

Gli2: Factor de transcripción familia Gli 2 

GSIs: Inhibidores de la gamma-secretasa  

GSTM: Glutatión S-transferasa Mu 1 

GSTT1: Glutatión S-transferasa theta-1 
GUSB: Gen precursor glucorinidasa beta  

G1202R: Mutación que sustituye una glicina (G) por una arginina (A) en la posición 1202 del exón 23 

en ALK 

G2032R: Mutación que sustituye una glicina (G) por una arginina (A) en la posición 2032 del exón 38 

en ROS1 

HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HER3: Receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HER4: Receptor 4 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HGUV: Hospital General Universitario de Valencia  

IASLC: Asociación Internacional para el estudio del cáncer de pulmón 

IHC: Inmunohistoquímica 

IHH: Indian Hedgehog 

ILGFR1: Receptor del factor de crecimiento semejante a insulina 



 

 
 

ITS: Insulina transferrina-selenio 

IWPs: Inhibidores de la producción de Wnt 

IWRs: Inhibidores de la respuesta de Wnt 

KEAP1: Proteína asociada a ECH de tipo Kelch 

Kg: Kilogramos  

KIT: Protooncogén c-Kit o CD117 

KRAS: gen Kirsten ras 

LEF: Factor de activación linfoide 

LNH: Linfoma no Hodgkin  

L858R: Mutación que sustituye una leucina (L) por una arginina (R) en la posición 858 del exón 21 en 

EGFR 

MAPK: Vía de señalización de proteínas-quinasas activadas por mitógenos 

MET: Protooncogén, receptor Tirosin-Kinasa 

Mg: Miligramos  

ml: Mililitros 

MMP: Metaloproteinasas 

MMP-2: Metaloproteinasa 2 

MMP-9: Metaloproteinasa 9  

mm3: Milímetros cúbicos 

MT: Metástasis 

mTOR: Vía de señalización diana de la rapamicina en los mamíferos  

MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, 

inner salt 

Myc: Familia de protooncogenes compuesta por varios miembros (L-myc, N-myc y c-myc) 

N: Muestra 

NAD(P)H: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NANOG: Factor de transcripción de la proteína Nanog  

NCCN: Red Nacional Integral de Cáncer 

NF1: Neurofibromatosis tipo 1 

NFK-β: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 

NHC: Número de historia clínica 

nm: Nanómetros  

NOD/SCID: Ratones diabéticos no obesos con inmunodeficiencia combinada grave, “Non-Obese 

Diabetic Severe Combined Immunodeficient” 

NTC: Control negativo, “Non Templete Control” 

OCT-4: Factor de transcripción 4 de enlace octámero 

OMS: Organización Mundial de la Salud  

ORR: Tasa de respuesta objetiva 

PBS: Tampón fosfato salino  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa  

PD-1: Proteína 1 de muerte programada 

PD-L1: Ligando de la proteína 1 de muerte programada 

PET: Tomografía por emisión de positrones  

PFA: Paraformaldehído  
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pH: Es una medida de acidez o alcalinidad que indica la cantidad de iones de hidrógeno presentes en 

una solución o sustancia. 

PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa   

PIK3CA: Fosfatidilinositol 3-quinasa subunidad catalítica alfa 

PS: Escala ECOG de estado funcional   

P/S: Penicilina/estreptomicina  

PTCH1: Receptor transmembrana Patched 1 

PTCH2: Receptor transmembrana Patched 2 

PVDF: Poli fluoruro de vinilideno 

PW2B8: Disulfiram  

PW6C9: Cephaline dihydrochloride heptahydrate 

PW10C7: Pyrithione sodium salt 

p38: Proteína quinasa activada por mitógenos p38 

RANK: Activador del Receptor del Factor Nuclear κB 

RAS: Oncogén RAS  

Ref: Gen endógeno  

RLT: Tampón de lisis celular  

RMN: Resonancia magnética nuclear  

ROS: Especies reactivas de oxigeno    

ROS1: Proteína tirosin quinasa ROS 

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute  

RT: Retrotranscripción o transcripción inversa 

RTqPCR: PCR cuantitativa en tiempo real  

SCC: Carcinoma de células escamosas 

Seg: Segundos  

SG: Supervivencia global 

SG124F6: Compuesto de la librería Myria  

SG124G6: Compuesto de la librería Myria  

SG125A2: Compuesto de la librería Myria  

SHH: Vía de señalización Sonic Hedgehog 

SLP: Supervivencia libre de progresión  

SMO: Receptor Smoothened 

Snail: Factor de transcripción SNAIL 

SNAIL1: Gen codificante de la proteína SNAIL1  

SOX2: Factor de transcripción también conocido como SRY-box 2 (de sus siglas en inglés Sex 

determining Region Y-box 2) 

SP: Side population  

SPSS: Software Statistical Package for the Social Sciences 

STK11: Serina / treonina quinasa 11 

TC: Tomografía computarizada  

TCF: Factor de transcripción específico de células T 

TCF4: Factor de transcripción específico de células T tipo 4 

TEM: Transición epitelio mesenquimal  

TERT: Telomerasa transcriptasa inversa 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta 



 

 
 

TKI: Inhibidor de la actividad Tirosin-Kinasa específica de EGFR 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

TNM: Sistema de Clasificación Tumor/Nódulos/Metástasis  

TP53: Proteína tumoral 53, “Tumor protein 53”  

TRAF6: Factores asociados a los receptores del factor de necrosis tumoral 

TR1-H1650: Tumor ratón 1 derivado de la línea H1650 

TR2-H1650: Tumor ratón 2 derivado de la línea H1650 

TR3-H1650: Tumor ratón 3 derivado de la línea H1650 

TR4-H1650: Tumor ratón 4 derivado de la línea H1650 

TR5-FIS343: Tumor ratón 5 derivado del paciente FIS343 

TR6-FIS343: Tumor ratón 6 derivado del paciente FIS343 

TR7-FIS343: Tumor ratón 7 derivado del paciente FIS343 

TR8-FIS343: Tumor ratón 8 derivado del paciente FIS343 

TTF1: Factor de transcripción tiroideo 1 

T790M: Mutación que sustituye una treonina (T) por una metionina (M) en la posición 790 del exón 20 

en EGFR 

UICC: Unión Internacional Contra el Cáncer 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 

V-FITC: Anexina V o A5 

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana 

VT: Volumen tumoral  

WT: Mutación nativa 

WB: Western blot  

2D: Dos dimensiones  

3D: Tres dimensiones  

µl: Microlitros  

µM: Micro molar 

ºC: Grados centígrados  

∆Cp: Diferencia de expresión entre muestra no tratada 
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 EL CÁNCER   

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define la palabra “Cáncer” como un término genérico 

que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo, 

también se denominan “tumores malignos” o “neoplasias malignas”. Sin embargo; conceptualmente 

es una enfermedad que resulta de la suma de modificaciones genéticas impulsadas por la evolución 

somática (1,2), alteraciones que se producen como consecuencia de defectos en los circuitos 

reguladores que gobiernan la proliferación celular normal y la homeostasis, presentando como punto 

común el crecimiento celular descontrolado y la diseminación a otros tejidos. Hay más de 100 tipos de 

cáncer y según su localización manifiestan diferentes subtipos de tumores, cada uno de ellos con 

distintas características histopatológicas y moleculares que los hacen muy complejos. 

1.1. BIOLOGÍA MOLECULAR DEL CÁNCER 

En la actualidad, existe un consenso sobre las características distintivas que debe presentar un 

tejido para que sea considerado tumoral. En el año 2000, Hanahan & Weinberg propusieron que todos 

los cánceres tienen en común seis características esenciales que se adquieren durante la 

tumorigénesis, conocidas como los “hallmarks” del cáncer: potencial replicativo ilimitado, 

independencia de las señales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores de crecimiento, evasión de 

la apoptosis, angiogénesis mantenida y capacidad de invasión o metástasis (3). Once años más tarde, 

los mismos autores propusieron cuatro nuevas propiedades: la inestabilidad genómica, la alteración 

del metabolismo energético, capacidad pro-inflamatoria y evasión del sistema inmunitario; 

constituyendo así, las 10 características distintivas del cáncer (4) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Características distintivas del cáncer (4). 
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1.2. EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER  

El cáncer sigue constituyendo una de las principales causas de morbilidad del mundo, con 18,1 

millones de casos nuevos en el año 2018, los tumores más frecuentes fueron los de pulmón (11,6%), 

mama (11,6%), colorrecto (10,2%), próstata (7,1%) y estómago (5,7%) (Figura 2). Además, el cáncer es 

la primera causa de muerte a nivel global, responsable de 9,6 millones de muertes en el año 2018 (5).  

 

 

Figura 2. Incidencia y mortalidad estimada de los tumores más frecuentes a nivel mundial en el año 2018 
(ambos sexos) (5). 

 
En España, el número estimado para el año 2018 fue de 270.363 nuevos casos de cáncer. Los 

tumores más frecuentemente diagnosticados fueron: colorrecto (13,7%), mama (12,1%), próstata 

(11,7%), pulmón (10,1%) y vejiga (6,8%) (Figura 3). Los cinco tumores más frecuentemente 

diagnosticados en varones fueron próstata (20,3%), colorrecto (14,6%), pulmón (13,1%), vejiga (9,5%) 

y riñón (3,7%). Siendo en mujeres el cáncer de mama (28,7%), colorrecto (12,6%), pulmón (6%), útero 

(5,9%) y páncreas (3,3%) (5).  
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Figura 3. Incidencia estimada de los tumores más frecuentes en España en el año 2018 (ambos sexos) (5). LNH: 

Linfoma no Hodgkin.  

 
El cáncer en España es también una causa fundamental de mortalidad, de acuerdo con los datos 

de GLOBOCAN 2018, 113.584 fallecimientos se debieron a tumores, representando la segunda causa 

de muerte después de las enfermedades del sistema circulatorio. Los tumores responsables del mayor 

número de muertes en 2018 en España en la población general fueron el cáncer de pulmón (20,2% ) y 

el cáncer colorrectal (14,7%), seguidos a una gran distancia del cáncer de páncreas (6,4%), el cáncer 

de mama (5,7%) y de próstata (5,1%) (5). 

 
En los últimos 20 años, el número de tumores diagnosticados ha experimentado un crecimiento 

constante en España debido no sólo al aumento poblacional, sino también a las técnicas de detección 

precoz y al aumento de la esperanza de vida; siendo el cáncer de pulmón la principal causa de muerte 

por cáncer, convirtiéndose en un gran problema de salud pública.  

 

 CÁNCER DE PULMÓN 

2.1. EPIDEMIOLOGÍA 

El cáncer de pulmón es el tumor más frecuentemente diagnosticado para el año 2018 a nivel 

mundial en ambos sexos (2.093.876 casos), representando el 11,6% de todos los cánceres, responsable 

del mayor número de muertes por cáncer (1,76 millones) (5). En la Figura 4 se muestra la distribución 

mundial del cáncer de pulmón, en función de las tasas de incidencia estandarizadas por edad, por cada 

100.000 habitantes. 

14%
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Figura 4. Tasas de incidencia de cáncer de pulmón estimadas a nivel mundial en 2018, en ambos sexos, todas 
las edades (5). Tasas estandarizadas por edad, por cada 100.000 habitantes.  

 
El hábito tabáquico es la principal causa del cáncer de pulmón (6,7). El humo del tabaco contiene 

unas 4000 sustancias químicas, 60 de las cuales se consideran carcinógenas. Entre estas sustancias se 

encuentran los hidrocarburos policíclicos aromáticos, N-nitrosaminas y aminas aromáticas. Estos 

metabolitos son responsables del daño al ADN, por lo que son compuestos relacionados tanto con el 

origen como con la promoción del desarrollo de los tumores (8,9). Sin embargo, a pesar de que el 90% 

de los casos de cáncer de pulmón se asocian con el tabaquismo, solamente el 15-30% de fumadores 

desarrolla este tipo de neoplasias, sugiriendo la influencia de otros factores en la susceptibilidad de los 

individuos a los carcinógenos pulmonares. Se han identificado tanto modificaciones epigenéticas en el 

ADN como mutaciones en alelos de algunos genes, asociados a la mayor susceptibilidad del cáncer de 

pulmón, codificantes para proteínas relacionadas con el metabolismo de los carcinógenos del tabaco 

como CYP1A1, GSTM y GSTT1 (9). 

 
Además del tabaquismo, otros factores asociados a un mayor riesgo de padecer cáncer de pulmón 

son la exposición ambiental o laboral a contaminantes cancerígenos como el gas radón, el arsénico y 

los hidrocarburos policíclicos. Por otra parte, una dieta rica en grasas saturadas, el consumo de alcohol, 

aminas heterocíclicas, agentes infecciosos y otras enfermedades como la fibrosis quística difusa tienen 

un efecto pro-tumorigénico (10). 

 

2.2. DIAGNÓSTICO  

Los pacientes con cáncer de pulmón son diagnosticados inicialmente por anamnesis ante la 

presencia de síntomas tales como tos persistente, hemoptisis, disnea, dolor torácico, pérdida de peso, 
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entre otros. Información que es trasladada a la historia clínica y complementada con el examen físico 

y estudios por imagen como radiografía de tórax, tomografía computarizada (TC), resonancia 

magnética nuclear (RMN) o tomografía por emisión de positrones (PET); además de prueba de 

funcionalidad pulmonar y análisis de laboratorio que ayudan a completar el estudio y valorar el grado 

de extensión de la enfermedad.  

  
La obtención de material tisular adecuado para el diagnóstico histológico y las pruebas moleculares 

son importantes para permitir decisiones de tratamiento individuales. La prueba diagnóstica más 

común es la fibrobroncoscopia, que a menudo se amplía con la evaluación de los ganglios linfáticos 

regionales mediante ecografía endobronquial (EBUS) y/o ultrasonido endoscópico (EUS) (11).  

 
El diagnóstico patológico se debe realizar de acuerdo con la clasificación de la OMS de 2015. La 

clasificación discute el enfoque de los tumores resecados quirúrgicamente, pero también tiene 

recomendaciones para biopsias pequeñas y diagnósticos de citología, que son las únicas muestras 

disponibles para la mayoría de los pacientes. Las decisiones terapéuticas para los pacientes con CPNM 

dependen de un subtipo histológico de tumor específico, y esto debe darse siempre que sea posible.  

 
2.2.1. CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA  

La inmunohistoquímica (IHC) debe utilizarse para aumentar la especificidad del diagnóstico y 

reducir la tasa de CPNM no especificado a menos del 10% de los casos diagnosticados. Solo dos 

marcadores, p40 o p63 para predecir el carcinoma de células escamosas y TTF1 (Factor de transcripción 

tiroideo 1) para predecir el adenocarcinoma, generalmente son todo lo que se requiere (12). Es así 

como el cáncer de pulmón, de acuerdo a la expresión clínica y comportamiento biológico es clasificado 

clásicamente en dos grandes grupos (13):  

Cáncer de pulmón de células pequeñas o microcítico: Su nombre deriva del tamaño de sus células. Un 

20% de los cánceres de pulmón son de este tipo y se localiza preferentemente en la zona central de 

los pulmones, pudiendo comprimir vasos u órganos localizados en ese nivel (vena cava, etc.). Además, 

se caracterizan por su alta agresividad y crecimiento rápido. 

Cáncer de pulmón de células no pequeñas o no microcítico (CPNM): Es el tipo más común, representa 

el 80% restante de los cánceres de pulmón. Los tres subtipos histológicos del CPNM tal y como los 

describe la OMS son (14): 

 
• Carcinoma de células escamosas o epidermoide: representando el 40% de los carcinomas no 

microcítico, es la variedad de cáncer broncopulmonar más frecuente en España. Suele 
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localizarse en la parte central de los pulmones (Figura 5), y con frecuencia se necrosa en su 

interior y se asemeja a un absceso. Tiene un crecimiento relativamente lento y esta 

usualmente asociado a la exposición al humo de tabaco. 

• Adenocarcinoma (ADC): Representa el 30% de los carcinomas no microcíticos, es el menos 

relacionado con el consumo de tabaco, pero aun así es más frecuente en fumadores. Suele ser 

más frecuente en mujeres y localizarse en zonas más periféricas de los pulmones (Figura 5), 

por lo que frecuentemente afecta a la pleura y pared torácica. También existe una forma rara 

de adenocarcinoma, llamado carcinoma broncoalveolar que se está viendo con mayor 

frecuencia a nivel mundial. Este se disemina a lo largo de todo el pulmón a diferencia de otros 

tipos de cáncer de pulmón más comunes que forman tumores únicos. Se desconoce la causa 

de este tipo de adenocarcinoma, y a pesar de presentarse en personas que fuman, 

generalmente se da en aquellas que nunca han fumado. 

• Carcinoma de células grandes: Se denomina así por el tamaño de las células que lo componen. 

Es el tipo menos frecuente de los carcinomas broncopulmonares, representando el 10% de 

ellos, es de crecimiento rápido y puede aparecer en cualquier parte del pulmón. 

Los distintos tipos histológicos tienen diferente evolución natural y, por tanto, como paso previo 

al tratamiento, es necesario un diagnóstico histológico y molecular preciso realizado por un 

anatomopatólogo experto. Las principales decisiones con respecto al tratamiento se toman al 

distinguir claramente los carcinomas de células pequeñas y los que no corresponden a este tipo. 

 

 
Figura 5. Localización de los subtipos histológicos de CPNM (15). 
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2.2.2. ESTADIFICACIÓN   

La estadificación del cáncer de pulmón se basa en el sistema de tumor-ganglios-metástasis (TNM), 

designado por el American Joint Committee on Cancer (AJCC). El sistema está basado en la 

diseminación del tumor primario (T), la magnitud de la afectación de ganglios linfáticos (N) y la 

presentación o no de presentación de metástasis (M). Durante el 16º Congreso Mundial de Cáncer de 

Pulmón, la Unión Internacional Contra el Cáncer (UICC) presentó la clasificación revisada de tumores 

malignos (TNM 8), publicada en diciembre de 2016 y efectiva desde enero de 2017 (16) (Tabla 1). 

 
Tabla 1. Estadificación del cáncer de pulmón, Sistema de Clasificación TNM 8a Edición (2017) (16). 

Fuente: International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), 2017. 

 

El descriptor T con respecto a la 7a edición del TNM se dividió aún más fraccionando T1 en tres 

subgrupos basado en el tamaño del tumor primario (T1a ≤ 1 cm, T1b > 1 cm a ≤ 2 cm, T1c > 2 cm a ≤ 3 

cm), se continúa en T2 (T2a > 3 cm a ≤ 4 cm, T2b > 4 cm a ≤ 5 cm), T3 (> 5 cm a ≤ 7 cm) y T4 (> 7 cm). 

La definición del descriptor T del Sistema de Clasificación TNM 8a Edición (2017) se especifica en la 

(Tabla 2), el descriptor N en la (Tabla 3), y el descriptor M en la (Tabla 4). 

 
La combinación T, N y M determina la etapa apropiada del cáncer y cada etapa conlleva 

especificaciones de tratamiento y pronóstico específicas, por ello es de vital importancia clasificar bien 

los tumores antes de tomar cualquier decisión terapéutica. 

 
 
 
 
 

 

Estadio T N M 

Carcinoma oculto TX N0 M0 

0 Tis N0 M0 

IA1 T1a(mi)/T1a N0 M0 

IA2 T1b N0 M0 

IA3 T1c N0 M0 

IB T2a N0 M0 

IIA T2b N0 M0 

IIB T1a-T2b N1 M0 

 T3 N0 M0 

IIIA T1a-T2b N2 M0 

 T3 N1 M0 

 T4 N0/N1 M0 

IIIB T1a-T2b N3 M0 

 T3/T4 N2 M0 

IIIC T3/T4 N3 M0 

IVA Cualquier T Cualquier N M1a/M1b 

IVB Cualquier T Cualquier N M1c 
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Tabla 2. Descriptor T del Sistema de Clasificación TNM 8a Edición (2017) (16). 

T: Tumor primario 

Tx El tumor primario no puede ser evaluado o tumor evidenciado por la presencia de 
células malignas en esputo o lavados bronquiales, pero no evidenciado en pruebas de 
imagen o broncoscopia. 

T0 Sin evidencia de tumor primario. 

Tis Carcinoma in situ. 

T1 Tumor < o igual a 3 cm en su diámetro mayor rodeado por pulmón o pleura visceral sin 
evidencia mediante broncoscopia de invasión más proximal que el bronquio. 

T1a (mi) Adenocarcinoma mínimamente invasivo. 

T1a Tumor < o igual a 1 cm en su diámetro mayor. 

T1b Tumor > 1 cm pero < o igual a 2 cm en su diámetro mayor. 

T1c Tumor > 2 cm pero < o igual a 3 cm en su diámetro mayor. 

T2 Tumor > 3 cm pero < o igual a 5 cm o tumor con alguno de los siguientes criterios: 
- Afecta bronquio principal independientemente de la distancia desde carina pero sin 
afectación carinal. 
- Invade pleura visceral. 
- Asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la región hiliar, 
afectando a parte o todo el pulmón. 

T2a Tumor > 3 cm pero < o igual a 4 cm en su diámetro mayor. 

T2b Tumor de >4 cm pero < o igual a 5 cm en su diámetro mayor. 

T3 Tumor de > 5 cm pero < o igual a 7 cm en su diámetro mayor o con nódulos tumorales 
en el mismo lóbulo que el tumor primario o que invade directamente alguna de las 
siguientes estructuras: pared torácica (incluyendo pleura parietal), nervio frénico, 
pericardio parietal. 

T4 Tumor > 7 cm en su diámetro mayor o asociado a nódulos tumorales en distinto lóbulo 
ipsilateral al del tumor primario o invade alguna de las siguientes estructuras: 
diafragma, mediastino, corazón, grandes vasos, tráquea, nervio laríngeo recurrente, 
esófago, cuerpo vertebral y carina. 

    Fuente: International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), 2017. 

 
Tabla 3. Descriptor N del Sistema de Clasificación TNM 8a Edición (2017) (16). 

N: afectación de ganglios linfáticos regionales 

NX No se puede evaluar la afectación de los ganglios linfáticos regionales. 

N0 No existe afectación de ganglios linfáticos regionales. 

N1 Metástasis en ganglios linfáticos peribronquiales y/o hiliares e intrapulmonares 
ipsilaterales. Incluyendo afectación por extensión directa. 

N2 Metástasis en ganglios linfáticos mediastínicos ipsilaterales y/o subcarinales. 

N3 Metástasis en ganglios linfáticos mediastínicos contralaterales, hiliares contralaterales, 
escalénicos o supraclaviculares ipsilaterales o contralaterales. 

     Fuente: International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), 2017. 

 

Tabla 4. Descriptor M del Sistema de Clasificación TNM 8a Edición (2017) (16). 

M: metástasis a distancia 

M0 No existen metástasis a distancia. 

M1 Presencia de metástasis a distancia. 

M1a Nódulos tumorales presentes en lóbulo contralateral; tumor con nódulos pleurales 
o pericárdicos o derrame pleural o pericárdico malignos. 

M1b Metástasis única extratorácica. 

M1c Metástasis múltiples extratorácicas en uno o varios órganos. 
     Fuente: International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), 2017. 
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2.2.3. DIAGNÓSTICO MOLECULAR EN CPNM 

El CPNM es una enfermedad molecularmente heterogénea y su biología es crucial para el 

desarrollo de terapias efectivas, este se compone de subpoblaciones de células o clones con 

características moleculares distintas, que dan lugar a una heterogeneidad intratumoral. Una mayor 

fracción de mutación subclonal se puede asociar con una mayor probabilidad de recaída posquirúrgica 

en pacientes con ADC localizado, lo que implica una mayor predisposición a metástasis al principio del 

desarrollo tumoral en aquellos tumores con mayor heterogeneidad intratumoral (17).  

La primera alteración molecular descrita en CPNM y específicamente en ADC es el Receptor del 

Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), segunda alteración más frecuente en este subtipo 

histológico (10%) (Figura 6), luego de KRAS (25%), además de la identificación de reordenaciones en 

el gen Kinasa de Linfoma Anaplásico (ALK) (4%) (18,19), la fusión de ROS1 (1,9%) que codifica un 

receptor tirosin-quinasa (20), la mutación en el exón 14 de c-MET (3%) y las fusiones de NTRK (1%); la 

mayoría de estas mutaciones en la actualidad son dianas en terapia dirigida. En cambio, los genes más 

comúnmente mutados en carcinoma de células escamosas son los supresores tumorales TP53, que 

está presente en más del 90% de los tumores, y CDKN2A. Aunque se produce la amplificación de EGFR, 

a diferencia de los ADC, raramente se observan mutaciones accionables en los receptores tirosin-

quinasas en carcinoma de células escamosas (21,22). 

 

Figura 6. Frecuencia de las alteraciones moleculares en los subtipos histológicos de CPNM (23). 

ALTERACIONES 
MOLECULARES EN ADC

ALTERACIONES MOLECULARES 
EN EPIDERMOIDE
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Alteraciones en BRAF (Proto oncogén B-Raf o homólogo B del oncogén viral del sarcoma murino) 

se encuentran en ambos subtipos, pero son más frecuentes en ADC (3%) que en carcinoma 

epidermoide (2%) (24). 

 
La caracterización molecular de estos tumores ha demostrado que las mutaciones en KRAS y en 

EGFR, cuando se detectan, suelen estar presentes en los clones iniciadores, indicando su papel en el 

inicio del tumor y representando objetivos atractivos para la intervención terapéutica (25). Es decir, 

los hallazgos en la biología molecular del tumor, junto con la identificación de alteraciones como por 

ejemplo EGFR, ALK, ROS1 y BRAF, que conducen a una señalización oncogénica, han realizado un 

cambio de paradigma en el tratamiento de esta enfermedad, proporcionando nuevos tratamientos 

dirigidos contra mutaciones diana, con el consiguiente beneficio a nivel de calidad y esperanza de vida 

para el paciente; además de aumentar la comprensión de los diferentes mecanismos oncogénicos de 

resistencia a diferentes terapias antineoplásicas. 

 

2.3. TRATAMIENTO EN CPNM 

El tratamiento en CPNM depende de varios factores como es el estado funcional del paciente 

(Performance Status, PS), el tipo histológico, la funcionalidad pulmonar y las distintas alteraciones 

moleculares presentes en las células tumorales. Sin embargo, la piedra angular del tratamiento del 

cáncer de pulmón potencialmente resecable (estadios I-II y casos seleccionados en estadio IIIA) es la 

extirpación quirúrgica completa del tumor, cuya intención es realizar un tratamiento curativo en estos 

pacientes en los que la enfermedad se encuentra localizada y no hay diseminación (26). Sin embargo, 

un alto porcentaje de estos tumores recurrirá, con una supervivencia global a 5 años que varía del 83% 

para el estadio IA al 36% para el estadio IIIA (27). La terapia estándar para pacientes con CPNM no 

resecable localmente avanzado es la combinación de terapia citotóxica y radiación torácica, con una 

ventaja de supervivencia para la terapia concurrente versus la secuencial (28). 

 

En los últimos 20 años, el tratamiento ha evolucionado desde el uso empírico de terapias 

citotóxicas hasta regímenes efectivos y mejor tolerados que están dirigidos a subtipos moleculares 

específicos en ADC, y terapias en desarrollo dirigidas al carcinoma de células escamosas (21,22).  

 

2.3.1. QUIMIOTERAPIA 

La quimioterapia es el tratamiento estándar en CPNM, se utiliza en adyuvancia y neoadyuvancia, 

además se recomienda para pacientes con CPNM en estadio IV sin alteraciones moleculares 

detectadas (Figura 7). La quimioterapia recomendada incluye agentes de platino (p. Ej., cisplatino, 
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carboplatino), taxanos (p. Ej., paclitaxel, paclitaxel unido a albúmina, docetaxel), vinorelbina, 

etopósido, pemetrexed y gemcitabina. Las combinaciones que usan muchos de estos medicamentos 

producen tasas de supervivencia de 1 a 30% durante 1 año y son más eficaces que los agentes 

individuales. Para aclarar el uso de la terapia sistémica, las pautas de la NCCN (Red Nacional Integral 

de Cáncer) enumeran todos los regímenes de terapia sistémica combinada y los agentes únicos que se 

recomiendan para los pacientes con CPNM metastásico según la histología y el PS (Escala ECOG de 

estado funcional) (29). 

 
La terapia de doblete basada en platino (por ejemplo, cisplatino en combinación con otra terapia 

citotóxica) ha sido la terapia estándar en primera línea para pacientes con CPNM en estadio avanzado 

y buen estado funcional, con la opción de terapia de mantenimiento en pacientes con histología no 

epidermoide que logran control tumoral después de los cuatro a seis ciclos iniciales (30).  

 

Figura 7. Esquema de tratamiento del CPNM estadio IV sin alteraciones moleculares detectables (31). 

 

Los regímenes citotóxicos iniciales utilizados con frecuencia para el CPNM no escamoso incluyen: 

1) cisplatino (o carboplatino) / pemetrexed; o 2) carboplatino / paclitaxel con (o sin) bevacizumab. 

Gemcitabina / cisplatino se recomienda para pacientes con Carcinoma de células escamosas o CPNM 

no escamoso. Estos regímenes se recomiendan en base a ensayos aleatorizados de fase 3 (por ejemplo, 

cisplatino / pemetrexed carboplatino / paclitaxel [con o sin bevacizumab], gemcitabina / cisplatino) 

(29). 

 
En general, no ha habido diferencias clínicamente significativas en el resultado entre los múltiples 

regímenes citotóxicos utilizados en pacientes con CPNM en estadio avanzado (32), con la excepción 

del pemetrexed, que es menos efectivo en pacientes con carcinoma de células escamosas (33). En 
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segunda línea, el estándar de tratamiento ha sido docetaxel, con o sin el anticuerpo anti-VEGF 

receptor-2 (Ramucirumab) (34). La terapia citotóxica adyuvante con un doblete basado en cisplatino 

se asocia con una mejor supervivencia en pacientes con CPNM en estadio II y IIIA completamente 

resecado, con un beneficio probable para la enfermedad en estadio IB (35).  

 
Sin embargo, en los últimos años no se han producido grandes avances en este tipo de tratamiento 

y se ha visto incrementada la resistencia a esta terapia, asociada en parte a las células madre tumorales 

(CMTs) y a nuevas mutaciones diana que se han descubierto y son el motivo del nacimiento de la 

terapia dirigida, que ha marcado un cambio de paradigma en el manejo y tratamiento contra el cáncer 

de pulmón.  

 

2.3.2. TERAPIA DIRIGIDA 

La alta mortalidad por cáncer de pulmón se debe a la presencia de enfermedad metastásica en el 

momento del diagnóstico en la mayoría de los pacientes, lo que indica que las mejoras en la 

supervivencia a largo plazo requerirán terapias sistémicas más efectivas (36,37). Las terapias dirigidas 

molecularmente en pacientes con CPNM se utilizaron inicialmente a finales de la década de 1990 con 

la introducción de gefitinib, un Inhibidor de la actividad Tirosin-Kinasa específica de EGFR (TKI); 

marcando lo que sería un antes y un después en el tratamiento con terapia dirigida en CPNM (38–40). 

Los estudios retrospectivos demostraron posteriormente que se observaron mutaciones activadoras 

de EGFR en la gran mayoría de los pacientes que se beneficiaron de TKIs (41,42). Desde entonces, las 

alteraciones genéticas posibles como EGFR, reordenamientos de ALK, fusiones de ROS1 y mutaciones 

de BRAF condujeron al desarrollo de terapias dirigidas efectivas (43). 

 
2.3.2.1. EGFR 

 
EGFR pertenece a una familia de receptor tirosina quinasa que también incluye el receptor 2 del 

factor de crecimiento epidérmico humano (HER2, también conocido como ERBB2), HER3 (ERBB3) y 

HER4 (ERBB4). Las mutaciones de EGFR más comunes asociadas con la sensibilidad a los TKIs incluyen 

deleción del exón 19 (50% de los casos) y una mutación puntual en el exón 21 (L858R) (40% de los 

casos) (44). Es importante  destacar que las mutaciones descritas del gen EGFR son mutuamente 

excluyentes con las de KRAS, BRAF y Her2, y estas ocurren más frecuentemente en ADC en mujeres no 

fumadoras con patrón de crecimiento bronquioalveolar prominente y se asocian con una elevada 

sensibilidad al tratamiento con TKIs de primera generación (41,45). Por otro lado, estas mutaciones 

también parecen comportarse como factor pronóstico ya que se asocian con mejor supervivencia.   
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Sin embargo, no todo son buenas noticias, ya que la gran mayoría de los pacientes con una 

respuesta inicial suelen recidivar. Uno de los mecanismos que ocurren con mayor frecuencia en los 

tratamientos con TKIs de primera generación es la mutación en el exón 20 (T790M) (46).  

Osimertinib, un TKI de tercera generación, es eficaz en pacientes con CPNM en progresión que 

albergan mutaciones de EGFR (T790M) posterior a tratamiento con TKI de primera generación (47), y 

mostró un aumento de tasas de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresión (SLP) en 

comparación con el tratamiento citotóxico basado en platino (48) (Figura 8). Además, en un ensayo 

aleatorizado que comparó osimertinib con erlotinib o gefitinib en pacientes sin tratamiento previo con 

CPNM en estadio avanzado que albergaban deleción del exón 19 de EGFR o mutación L858R, el 

osimertinib se asoció con una mejoría significativa en la SLP (49). El seguimiento adicional de este 

ensayo, incluidas las actualizaciones sobre la SG, puede proporcionar una guía para la terapia de 

primera línea en pacientes no tratados previamente con tumores que albergan una mutación de EGFR. 

 
Otros mecanismos de resistencia al tratamiento con TKIs incluyen la amplificación del oncogén 

MET (50,51), activación de otros receptores con actividad tirosin-kinasa como el receptor del factor de 

crecimiento semejante a insulina (ILGFR1) (52), las mutaciones del oncogén KRAS (25), amplificaciones 

en HER2 o mutaciones en BRAF y PIK3CA; lo que indica que es necesario un perfil molecular en la 

progresión para determinar el siguiente tratamiento.  

 

 
Figura 8. Algoritmo de tratamiento para CPNM no escamoso avanzado con mutación EGFR (53). 
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Uno de los mecanismos para la resistencia adquirida a TKI de tercera generación es la mutación 

C797S (54) que, en combinación con la mutación sensibilizante y sin T790M, causa resistencia a TKI de 

tercera generación, pero no a gefitinib o afatinib. Sin embargo, la presencia de triples mutantes 

(mutación sensibilizadora, T790M y C797S) conduce a la resistencia a las tres generaciones de TKIs 

(55). Los estudios de resistencia actualmente en marcha diluciran posibles nuevas combinaciones. 

 
2.3.2.2. ALK 

 
Crizotinib es un inhibidor competitivo de ATP de las tirosinas quinasas ALK, MET y ROS1 con 

actividad contra CPNM (56). El crizotinib se asocia con mejores tasas de respuesta global y mediana de 

SLP en comparación con la terapia citotóxica en pacientes tratados previamente y no tratados (57,58). 

La mayoría de los pacientes tratados previamente con crizotinib se benefician de inhibidores de ALK 

de segunda generación, incluidos ceritinib, alectinib y brigatinib (59–61). Ceritinib también aumentó 

la mediana de SLP en comparación con la terapia citotóxica de primera línea en pacientes con CPNM 

ALK positivo (62). Dos estudios aleatorizados mostraron un aumento de tasas de respuesta global y la 

mediana de SLP para alectinib en comparación con crizotinib en pacientes con CPNM ALK positivo sin 

tratamiento previo, estableciendo el alectinib como una opción de tratamiento de primera línea 

(63,64). Del mismo modo que EGFR, los tratamientos dirigidos son muy eficaces durante un periodo 

de tiempo, pero posteriormente se producen mutaciones de resistencia como mutaciones en ALK o 

activaciones de la vía de señalización de EGFR o MAPK. 

 
Lorlatinib es un potente inhibidor de ALK de tercera generación con actividad contra la mayoría de 

las mutaciones de resistencia ALK conocidas y eficaz en pacientes previamente tratados con hasta tres 

líneas previas de inhibidores de ALK (65) (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Algoritmo de tratamiento para CPNM no escamoso avanzado con reordenamiento ALK (53). 
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2.3.2.3. ROS1 

 
ROS1 codifica un receptor tirosin-quinasa que se activa constitutivamente cuando una 

reordenación conduce a la fusión de su dominio tirosina quinasa con un gen asociado como CD74 (20). 

Debido a la alta homología entre los dominios quinasa de ROS1 y ALK, los fármacos utilizados para 

tratar los tumores ALK positivos incluyendo crizotinib (66), ceritinib (67) y lorlatinib (65) también han 

mostrado una actividad marcada en tumores ROS1 positivos. Los mecanismos de resistencia adquirida 

de reordenamientos de ROS1 a crizotinib incluyen mutaciones secundarias, más comúnmente G2032R, 

activación de señalización de EGFR de tipo no mutado, mutaciones de KRAS y KIT (68,69) (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Algoritmo de tratamiento para CPNM no escamoso avanzado con reordenamiento ROS1 (53). 

 

2.3.2.4. KRAS 

 
KRAS es el oncogén mutado con mayor frecuencia en el cáncer y codifica una proteína de 

señalización clave en los tumores, incluyendo el CPNM. La mutación KRAS (G12C) tiene un residuo de 

cisteína que ha sido utilizado para diseñar inhibidores covalentes que tienen una actividad preclínica 

prometedora. Los esfuerzos han llevado al descubrimiento de AMG 510, que es, el primer inhibidor de 

KRAS (G12C) en el desarrollo clínico. En los análisis preclínicos, el tratamiento con AMG 510 condujo a 

la regresión de los tumores KRAS (G12C) y mejoró la eficacia antitumoral de la quimioterapia y las 

terapias dirigidas. En ratones inmunocompetentes, el tratamiento con AMG 510 en monoterapia dio 

como resultado un microambiente tumoral proinflamatorio y produjo curas duraderas, así como en 

combinación con anticuerpos monoclonales inmunomoduladores o “inmunocheckpoints”. Los ratones 

curados rechazaron el crecimiento de tumores isogénicos KRAS (G12D), lo que sugiere inmunidad 

adaptativa contra antígenos compartidos. Además, en ensayos clínicos, AMG 510 demostró actividad 

antitumoral en las primeras cohortes de dosificación y representa una terapia potencialmente 

transformadora para quienes no existen tratamientos efectivos (70). 
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2.3.2.5. BRAF V600E 

 
El régimen de combinación de dabrafenib / trametinib está aprobado por la “Food and Drug 

Administration, FDA” para pacientes con mutaciones metastásicas de CPNM y BRAF V600E. Dabrafenib 

es un TKI oral que inhibe las mutaciones BRAF V600E; trametinib es un TKI oral que inhibe las 

mutaciones BRAF V600E y MEK (71,72).  

 
2.3.2.6. c-MET  

 
El papel de la vía de señalización del factor c de transición epitelio-mesenquimal (c-MET) en la 

progresión e invasión del tumor se ha estudiado ampliamente. Los inhibidores de c-MET han mostrado 

actividad antitumoral en el CPNM en ensayos preclínicos y clínicos. Sin embargo, dada su 

heterogeneidad molecular, es probable que solo un subconjunto específico de pacientes se beneficie 

de los inhibidores de c-MET (73). 

2.3.2.7. NTRK  

 
La familia NTRK desempeña un papel en el desarrollo del sistema nervioso con la modulación del 

crecimiento, la proliferación, la reparación, el mantenimiento y la apoptosis. Sin embargo, las fusiones 

NTRK también están presentes en tumores sólidos como fusiones oncogénicas responsables del 

crecimiento de células cancerosas, la proliferación y supervivencia; la presencia de estos oncogenes 

está asociada con una escasa supervivencia en los cánceres de pulmón. Se detectaron fusiones 

oncogénicas NTRK1 mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) o secuenciación masiva en 

aproximadamente el 3% de CPNM. Mientras que NTRK2 y NTRK3 se fusionan en aproximadamente el 

1% de los pacientes con CPNM de todos los tipos.  

Se encuentran disponibles varios TKI con diversos grados de actividad contra TRK1, TRK2 y/o TRK3, 

que se pueden agrupar en general en inhibidores multi-kinasas con actividad contra un rango de 

objetivos que incluyen TRK o inhibidores de TRK más selectivos. El grupo inhibidor multi-kinasa incluye 

entrectinib, crizotinib, cabozantinib, lestaurtinib, altiratinib, foretinib, ponatinib, nintedanib, 

merestinib, MGCD516, PLX7486, DS-6051b y TSR-011. El larotrectinib es actualmente el inhibidor de 

TRK más específico que se está probando en pacientes con cáncer (74). Los desafíos a futuro están en 

la identificación de los subtipos moleculares que más se benefician. 

2.3.3. INMUNOTERAPIA  

La inmunoterapia se clasifica habitualmente en pasiva y activa, en función de la capacidad que 

tiene el huésped de activar el sistema inmune contra las células malignas (75). La inmunoterapia pasiva 
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se define como la administración de agentes tales como anticuerpos monoclonales o terapia celular 

adaptativa que se dirigen directamente al tumor, mientras que la inmunoterapia activa tiene como 

objetivo estimular el propio sistema inmune del huésped para erradicar el cáncer a través de la 

vacunación con antígenos tumorales, citocinas inmunomoduladoras, anticuerpos monoclonales 

inmunomoduladores o “inmunocheckpoints” (anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-PD-L1), inhibidores del 

metabolismo inmunosupresor e inductores de la muerte celular inmunogénica. 

 
La introducción de los inmunocheckpoints ha señalado una nueva dirección para el tratamiento del 

cáncer de pulmón. El primer inmunochekpoint aprobado por la FDA Fue ipilimumab, un anticuerpo 

monoclonal humano de inmunoglobulina G1 que bloquea CTLA-4, para el tratamiento del melanoma 

metastásico (76,77). Durante la tumorigénesis, la señalización de PD-1, impulsada principalmente por 

la expresión adaptativa de PD-L1 dentro del tumor, inactiva las células T que reconocen los antígenos 

específicos del tumor, permitiendo la progresión tumoral y la metástasis (78,79). El bloqueo de los ejes 

PD-1 y PD-L1 con anticuerpos ofrece un enfoque para restaurar la inmunidad antitumoral mediada por 

células T (80–82) (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Anticuerpos inhibidores de los inmunocheckpoints en cáncer de pulmón (83). 

 
La adquisición de resistencias a las terapias mencionadas anteriormente es una de las principales 

causas de la elevada mortalidad del cáncer de pulmón (84); por lo que son necesarias a día de hoy 

nuevas estrategias terapéuticas. Actualmente, existe un gran cúmulo de evidencia científica que indica 

la relación entre la población de CMTs con la aparición de resistencias a los tratamientos, las recidivas 

y la diseminación tumoral. Así, mientras que los tratamientos quimioterápicos convencionales están 

dirigidos a causar daño en el ADN de células de rápida división, las CMTs se mantienen en estado de 
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quiescencia con una cinética de división enlentecida. Por esta razón las CMTs no son sensibles a los 

citotóxicos que se están usando actualmente y pueden ser las responsables de la recidiva después del 

tratamiento.  

 

 CÉLULAS MADRE TUMORALES  

Se debe tener presente que los tumores están compuestos por múltiples tipos celulares  como son 

las propias células tumorales, entre las que se encuentran las células madre tumorales, células del 

estroma, células endoteliales, células del sistema inmune, entre otras; dentro de un contexto que se 

conoce como “microambiente tumoral” en el que se favorece la proliferación y la invasión celular (3) 

(Figura 12); y con una elevada heterogeneidad que se traduce en una diversidad genética que puede 

actuar como un sustrato para una selección natural y evolución tumoral.  

 

Figura 12. Células que componen el  microambiente tumoral (4). 

 
Esta heterogeneidad intratumoral puede ser explicada en la actualidad por dos modelos 

propuestos (85): El modelo estocástico o modelo de evolución clonal tradicional del cáncer, el cual 

postula que una o varias células del tejido adquieren una mutación y que, a partir de ésta y a través de 

un proceso de división no controlado, van acumulándose nuevas alteraciones genéticas que, mediante 

la selección de los clones más aptos, alcanzan el estado de célula tumoral, dando finalmente lugar al 

tumor (86). Según este modelo, cualquier célula del tumor resultante sería capaz de mantener y 

expandir el tumor, así como de dar lugar a nuevos tumores. Por el contrario, el modelo jerárquico de 

las CMTs implica la existencia de una célula de origen en el tumor con propiedades de célula madre, 

capaz de proliferar y mantenerse en el tumor de forma indefinida gracias a su capacidad 

autorrenovadora (87,88). En este modelo, tan sólo la población de CMTs tiene la capacidad de generar 

y mantener el tumor, a diferencia del resto de células que lo forman que no tienen esa habilidad (Figura 

13).  

https://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiHtr_l-JzgAhXtyYUKHRB4BLsQjRx6BAgBEAU&url=https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867411001279&psig=AOvVaw1kU8sdbKVyD9G6IqiU6zq_&ust=1549193256559742
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Figura 13. Esquema representativo del modelo jerárquico de las CMTs y el modelo estocástico (89). 

 

No obstante, ambos modelos no son excluyentes y han sido propuestos como un modelo unificado 

por algunos autores (90,91) (Figura 14).  

 

Figura 14. Modelo unificado de evolución clonal y células madre tumorales (91). 

 

El concepto de que una subpoblación de CMTs son las responsables del mantenimiento del tumor 

surgió hace casi 50 años, pero la primera descripción experimental de las CMTs fue en un estudio de 

leucemia mieloide aguda en 1997 en el que se describió una población de células CD34+CD38- que 

poseía características de células madre y constituían una población celular heterogénea (92). Sin 

embargo, mientras las CMTs han sido descritas en un gran número de cánceres, la biología de las CMTs 

del CPNM sigue siendo imprecisa y la identificación de marcadores específicos y de dianas terapéuticas 

sigue siendo un gran reto (93). 
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3.1. PROPIEDADES DE LAS CMTs 

Las células madre y las CMTs presentan características comunes en términos de auto-renovación, 

producción de progenie diferenciada, expresión de marcadores de superficie específicos y oncogenes, 

y la utilización de vías de señalización comunes; aunque hay una propiedad que las distingue, las CMTs 

presentan capacidad tumorigénica, la cual está ausente en las células madre normales. Es decir, las 

CMTs pueden formar nuevamente el tumor del que se aislaron cuando son trasplantadas a otro 

huésped; siendo definidas a través de 6 características claves (91) (Figura 15): 

 

 

Figura 15. Propiedades de las células madre tumorales. 

 
a. Autorenovación: La subpoblación de CMTs pueden ser trasplantadas en serie a través de 

múltiples generaciones, mostrando que se trata de una población celular con capacidad de 

auto-renovación. 

 
b. División/diferenciación asimétrica: Las CMTs mantienen una estructura jerarquizada como 

cualquier otro tipo celular, y se piensa que pueden sufrir tanto división simétrica como 

asimétrica. Como resultado de la división asimétrica se obtienen dos células hijas diferentes 

mientras que mediante la división simétrica se generan dos células hijas con las mismas 

características que la célula progenitora. Este tipo de división es la que parece estar 

involucrada en el mantenimiento de una población de células madre adultas en el tumor. Por 

otra parte, la división asimétrica parece ser la responsable de que las CMTs puedan desarrollar 

nuevamente el tumor (94) (Figura 16). 
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Figura 16. Características de las CMTs. 

 

c. Tumorigenicidad: Solo una pequeña porción de las células tumorales tiene potencial 

tumorigénico cuando se xenotrasplantan en modelos animales. 

 
d. Marcadores de superficie específicos y vías de señalización, mediante los cuales la 

subpoblación de CMTs se puede identificar, aislar y diferenciar funcionalmente de las células 

tumorales. Las CMTs tienden a ser resistentes a las terapias convencionales, tales como 

radiación, hormonas, citoquinas y a la quimioterapia; debido a la señalización y las diferencias 

de expresión génica. 

 
e. Capacidad de formar esferas en agar o en medio libre de suero enriquecido con factores de 

crecimiento (95–97). Las tumoresferas son un modelo de cultivo celular en tres dimensiones 

(3D) que aprovecha la tendencia natural a agregarse que muestran las CMTs. Este tipo de 

cultivos se vienen utilizando con éxito en importantes campos científicos, tales como el de la 

Biología Celular (adhesión, migración o morfogénesis), la Farmacología (evaluación de nuevos 

fármacos), la Oncobiología y Cancerología (recreación de tumores, estudios de quimiocinas en 

células cancerosas, o terapia basada en anticuerpos), debido a que pueden ofrecer 

información relevante en cuanto a la fisiopatología del cáncer y aportar datos más predictivos 

para los modelos in vivo (98).  

 
f. Expresión de bombas detoxificadoras como los transportadores ABC que permiten la 

expulsión de colorantes como el Hoechst 33342 y fármacos fuera de la célula constituyendo 

otro de los mecanismos de resistencia al tratamiento (99). 
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3.2. MARCADORES PARA LA IDENTIFICACIÓN Y SELECCIÓN DE CMTs 

Hasta el día de hoy se han aislado CMTs en varios tipos de tumores como mama, pulmón, colon y 

cerebro mediante citometría de flujo con marcadores de superficie tales como CD44, CD133, EpCAM 

o ALDH1 (100,101). No obstante, la expresión de marcadores de superficie que han sido comúnmente 

utilizados, como CD133 usado para el aislamiento de células madre en tejido sano y tumoral, no es 

exclusiva ni excluyente (102,103). Por lo tanto, la definición de CMTs basada exclusivamente en 

marcadores de superficie es insuficiente, por lo que debe ir ligado a marcadores de expresión y ensayos 

de auto-renovación.  

 
De manera más concreta en CPNM, es interesante conocer la población de CMTs pulmonares para 

su correcta identificación mediante marcadores específicos, entender su biología y las vías de 

señalización, para poder diseñar nuevas estrategias terapéuticas que permitan restringir la población 

de CMTs o bien inducir su diferenciación para sensibilizarlas a los efectos de los fármacos empleados 

en los diferentes tipos tumorales. 

 
Se ha propuesto un conjunto de marcadores para la caracterización de CMTs de pulmón, que 

incluye moléculas de superficie celular (CD133, CD90, EpCAM, CD44, ALCAM y BMI1), la enzima 

ALDH1A1 (Aldehído deshidrogenasa 1, miembro de la familia A1) y la expresión de la proteína ABCG2 

(Transportador de casete de unión a ATP, miembro 2 de la superfamilia G) (104–107). 

 
Tabla 5. Marcadores propuestos para la caracterización de CMTs de pulmón. 

                   Descripción 

CD133 Prominin-1, PROM1 

CD44 Glicoproteína transmembrana implicada en la adhesión celular 

EpCAM Molécula de adhesión de células epiteliales (CD326) 

ALCAM Molécula de adhesión celular activada de leucocitos (CD166) 

CD90 Antígeno de diferenciación de timocitos 1 (THY-1) 

BMI1 Proteína del complejo polycomb 

ALDH1A1 Aldehído deshidrogenasa 1, miembro de la familia A1 

ABCG2 Transportador de casete de unión a ATP, miembro 2 de la superfamilia G 

 

CD133 parece ser un marcador capaz de identificar a estas células de CPNM que presentan 

características propias de células madre (108,109).  En algunos casos, tras el tratamiento con agentes 

citotóxicos, se ha descrito una población de CMTs CD133+ (110); aunque el valor como biomarcador 

se cuestiona ya que también se han encontrado casos de poblaciones celulares CD133- con 

características propias de CMTs.   
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ALDH es otro marcador relacionado con propiedades típicas de CMTs y que se postula como 

marcador específico de ADC de pulmón, es un grupo de enzimas dependientes de NAD(P)+ que 

catalizan la oxidación de aldehídos en ácidos carboxílicos. ALDH1A1 es una isoenzima de la superfamilia 

ALDH que no solo actúa como un marcador tanto para las células madre normales y las CMTs, sino que 

también puede desempeñar funciones importantes en autoprotección, diferenciación y expansión. Se 

cree que las enzimas ALDH pueden actuar como enzimas desintoxicantes de fármacos y ser 

responsables de la resistencia terapéutica (111–113). ALDH1A1 se postula como biomarcador 

específico de adenocarcinoma de pulmón, donde se ha observado que células con una elevada 

expresión de este marcador presentan alta tumorigenicidad y capacidad de renovación. En relación a 

esto, un alto nivel de expresión de ALDH1A1 parece estar relacionado con la activación de la ruta Notch 

(114). ALDH1A1 se puede evaluar mediante el ensayo ALDEFLUOR, basado en la actividad de la ALDH, 

donde el sustrato fluorescente activado ALDH se usa como un marcador para medir y aislar las CMTs 

con alta actividad de esa bomba de expulsión (115). 

 
EpCAM es una glicoproteína transmembrana que participa en el equilibrio entre proliferación y 

diferenciación celular. En tejido sano, altos niveles de EpCAM se relacionan con proliferación, 

regeneración tisular y mantenimiento de células madre. En varios tumores de origen epitelial se han 

encontrado altos niveles de expresión de EpCAM que se corresponden con un peor pronóstico (116). 

Además, también se ha observado un alto nivel de expresión de EpCAM en células metastásicas y en 

CMTs, de modo que un alto nivel de expresión de EpCAM se asocia con un peor pronóstico, así como 

a cánceres más agresivos (117).  

 
CD166, conocido también como ALCAM, es una proteína transmembrana altamente conservada 

perteneciente a la súper familia de las inmunoglobulinas. Se encuentra expresada en varios tejidos 

como tejido neuronal, en el epitelio, en el sistema inmunitario, así como en células madre 

hematopoyéticas. CD166 tiene un papel importante en procesos biológicos como la activación de 

células T, angiogénesis y hematopoyesis. En cáncer de pulmón se ha observado una asociación entre 

la expresión de ALCAM en tumores poco agresivos, pequeños y sin afectación linfática, aunque la 

relación entre la expresión de ALCAM y el pronóstico en este tipo de tumores no es concluyente (118).   

 
Por otro lado, se ha visto que la población de células que excluye el Hoechst 33342, denominada 

Side Population (SP) se encuentra presente en varios tipos tumorales y enriquecida en las poblaciones 

con propiedades de célula madre, por tanto se considera otro método de identificación y selección de 

CMTs (99). No obstante, la identificación de células SP mediante la exclusión de Hoechst 33342 

presenta algunos inconvenientes como son la citotoxicidad del colorante y la sensibilidad de las 
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condiciones experimentales (concentración del colorante, el tiempo de incubación o la concentración 

celular) (119,120). 

 
La identificación de biomarcadores supone todo un desafío, debido a la elevada variabilidad en los 

niveles de expresión de estos entre células del mismo tipo tumoral de distintos pacientes o líneas 

celulares. Además, existen artículos científicos que reflejan resultados contradictorios para la selección 

de un único biomarcador para esta población celular. Por ello, los biomarcadores de CMTs pulmonares 

presentan cierta controversia entre investigadores, probablemente reflejando la heterogeneidad del 

cáncer de pulmón en cuanto a los términos de origen celular, patología, biología, etiología y 

patogénesis molecular y genética. Por tanto, se deben seguir aunando esfuerzos para establecer 

marcadores fiables para las CMTs pulmonares, estudiar las vías de señalización características de esta 

población que nos ayuden a desarrollar fármacos con el potencial de actuar sobre las CMTs y con el 

objetivo final de minimizar el riesgo de recurrencia en pacientes con cáncer de pulmón. 

 

3.3. CMTs COMO DIANA TERAPÉUTICA  

La capacidad de pluripotencia de las CMTs se ha asociado a una desregulación en algunas vías de 

señalización, las cuales contribuyen en la habilidad que presentan los tumores de migrar a sitios 

distantes y metastatizar. Notch, Hedgehog y Wnt constituyen las vías de señalización embrionarias 

más estudiadas en cuanto a su implicación en la regulación de células madre y desarrollo de órganos 

(121,122). La activación de estas vías de forma aberrante ha sido reportada tanto en CMTs como en 

poblaciones de células madre no tumorales y se consideran como posibles dianas terapéuticas para 

bloquear la capacidad de auto renovación y proliferación de las CMTs y, por tanto, de la progresión del 

tumor (123). 

 

3.3.1. VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE WNT/β-CATENINA 

La cascada de señalización de Wnt comprende tres vías: la vía canónica de Wnt, la cual implica la 

activación del complejo β-catenina – factor de transcripción específico de células T (TCF) – factor de 

activación linfoide (LEF) y cuyo efecto está mediado por la acumulación citoplasmática de la β-catenina 

que juega un papel fundamental en la homeostasis fisiológica, actuando como un co-regulador 

transcripcional y un adaptador proteico para la adhesión intracelular (124); la vía no canónica de la 

polaridad celular, la cual regula el citoesqueleto; y por último la vía no canónica de Wnt-Ca+2 que se 

encarga de regular los niveles de calcio intracelular. De todas ellas, la vía de señalización canónica de 

Wnt es la más estudiada y su inhibición ha sido el foco de atención de una investigación intensa en 

cáncer y otras enfermedades (122) (Figura 17). 



Introducción 

27 
 

Algunos inhibidores de la señalización de Wnt se encuentran en desarrollo (Figura 17), habiendo 

alcanzado algunos como LGK-974 (Novartis, Basilea, Suiza) o OMP-54F28 (Cellgene, New Jersey, EE. 

UU.) los ensayos clínicos de fase I en combinación con otros agentes. XAV-939, IWP2 y PKF118310 se 

encuentran actualmente en estudios preclínicos (125). Por un lado, XAV-939 se encarga de inhibir la 

tanquirasa y en última instancia estabiliza la axina y el complejo de destrucción de la β-catenina. 

Algunos estudios han demostrado que XAV939 reduce significativamente la expresión de marcadores 

como EpCAM, TERT y DCAMKL-1 en la línea celular SW480, así como EpCAM en la línea celular SW620 

de cáncer de colon (126).  

 

 
Figura 17. Vía de señalización canónica de Wnt y sus potenciales inhibidores farmacológicos (127). 

 
En 2009, Chen y colaboradores describieron por primera vez un grupo de moléculas pequeñas, 

inhibidores de la respuesta de Wnt (IWRs) y otro grupo de inhibidores de la producción de Wnt, 

conocidos como IWPs, uno de los cuales era el IWP2 capaz de inhibir la porcupina, responsable de la 

maduración postraduccional de las proteínas Wnt. Estos inhibidores podrían ser efectivos evitando la 

secreción por parte de las células del estroma de moléculas de Wnt activas, bloqueando así la 

señalización paracrina que conlleve a la formación de nuevas CMTs (128). Por último, el PKF118-310, 

un inhibidor del factor de transcripción específico de células T tipo 4 (TCF4) ha demostrado gran 

eficacia en concentraciones reducidas en líneas celulares de cáncer de colon y próstata (129). 
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3.3.2. VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE SONIC HEDGEHOG (SHH) 

Esta vía es clave en la regulación del desarrollo de los vertebrados. Está implicada en el diseño 

tisular durante el desarrollo del embrión, la reparación del tejido normal y la transición epitelio-

mesenquimal (130,131). La unión de los ligandos de Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH), o 

Desert Hedgehog (DHH) – atenúa el efecto inhibitorio del receptor transmembrana Patched (PTCH) 

sobre el receptor Smoothened (SMO), localizado también en la membrana (Figura 18). 

Consecuentemente, la cascada de señalización iniciada por SMO conduce a la activación y localización 

nuclear de los factores de transcripción GLI1/2 que permiten la expresión de genes involucrados en la 

proliferación, supervivencia y angiogénesis (132,133). 

 
El agente inhibidor de la vía de HH más avanzado clínicamente es vismodegib (Genentech, 

California, EEUU), con el cual se ha descrito una reducción sustancial del número de CMTs y de su 

viabilidad en diferentes neoplasias tumorales (134). Vismodegib es un antagonista competitivo del 

receptor SMO, siendo aprobado por la FDA en 2012 y la Agencia Reguladora de Medicamentos Europea 

(EMA) en 2013 para el tratamiento del carcinoma metastásico de células basales o el carcinoma 

basocelular (BCC) localmente avanzado en pacientes que no son candidatos para la cirugía y la 

radioterapia (135,136). Por lo que respecta al cáncer de pulmón, un ensayo randomizado fase II que 

estudiaba el posible beneficio de vismodegib en combinación con cisplatino y etopósido en pacientes 

con cáncer de pulmón microcítico avanzado, no ha obtenido resultados favorables en supervivencia 

global o en el tiempo libre de enfermedad (122). 

 
Otro inhibidor de la vía de Hedgehog, antagonista de SMO, es NVP-LDE-225 también conocido 

como Sonidegib (Novartis, Basel, Suiza); se ha descrito que inhibe el crecimiento de las CMTs de cáncer 

próstata en ratones nude, debido a la supresión de Gli1, Gli2, PTCH1, PTCH2, Ciclina D1, Bmi-1 entre 

otros (137). En cáncer de pulmón existe actualmente un ensayo clínico fase I en el cual se evalúa la 

actividad terapéutica de LDE225 más etopósido (inhibidor topoisomerasa) en combinación con 

cisplatino en pacientes con cáncer de pulmón microcítico en estadios avanzados (NCT01579929); 

aunque un estudio randomizado sería necesario para evaluar el efecto de esta combinación 

terapéutica. 
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Figura 18. Vía de señalización de Hedgehog y sus potenciales inhibidores farmacológicos (138). 

 

3.3.3. VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE NOTCH 

La vía de señalización de Notch es un sistema de señalización celular muy conservado y presente 

en la mayoría de los organismos pluricelulares. Su actividad afecta a la implementación de la 

diferenciación, proliferación y programas de apoptosis, aportando una herramienta general del 

desarrollo que influye en la formación de órganos y la morfogénesis (139,140). La interacción entre un 

ligando transmembrana en una célula y un receptor transmembrana en una célula vecina desencadena 

la escisión proteolítica en dos pasos del receptor; la primera escisión se produce mediante una enzima 

metaloproteinasa y desintegrina (ADAM) y la segunda viene dada por la gamma-secretasa, las cuales 

liberan un fragmento intracelular que se transloca al núcleo e interacciona con factores nucleares que 

regulan la expresión de genes diana (122) (Figura 19). La vía comprende cinco ligandos principales de 

Notch (Delta-ligando 1(DLL1), DLL3 y DLL4, Jagged 1 y Jagged 2) y cuatro receptores de Notch (Notch 

1-4). Además, la señalización cruzada con otras vías como la de Wnt y/o la de Hedgehog puede 

determinar el efecto global, añadiendo así mayor complejidad (141). 

 
Hoy por hoy, algunos inhibidores de la vía de Notch están siendo clínicamente desarrollados, 

siendo estos diferentes en sus dianas de actuación, mecanismo de acción y clase de fármaco. La mayor 

parte de agentes en desarrollo que tienen como diana la vía de Notch son los inhibidores de la gamma-

secretasa (GSIs), los cuales inhiben la escisión proteolítica final del receptor de Notch. Los GSIs han 
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demostrado actividad anti-CMTs en tumores ex vivo derivados de pacientes y en esferas derivadas de 

cáncer de mama (142). Por lo que respecta al cáncer de pulmón, se han realizado escasos estudios, el 

más reciente demostró que la combinación de vismodegib o cetuximab con quimioterapia 

convencional en pacientes con cáncer de pulmón microcítico no aumentaba la supervivencia global ni 

el tiempo libre de enfermedad (143). 

 
Debido a la diversidad de receptores, las diferentes clases de GSIs no son equivalentes 

farmacológicamente ni intercambiables. En la actualidad, hay dos agentes en ensayos clínicos fase I en 

cáncer de pulmón, RO4929097 (Roche, Basilea, Suiza) y demacizumab (Cellgene, New Yersey, EE. UU.). 

Sin embargo, la seguridad y/o eficacia de dichos compuestos no está hoy clara. Por ejemplo, 

RO4929097 induce su propio metabolismo hepático mediante el citocromo P450, familia 3, subfamilia 

A, polipéptido 4 (CYP3A4), lo que limita su biodisponibilidad (144). Por ello, es todavía demasiado 

pronto para sacar conclusiones previas a los resultados de los ensayos preclínicos y clínicos que nos 

aportarán información significativa. 

 
Figura 19. Vía de señalización principal de Notch e inhibidores farmacológicos en desarrollo (138). 

 
En resumen, la identificación, caracterización y comprensión de los mecanismos de las CMTs en 

las diferentes neoplasias ha revelado la necesidad de desarrollar nuevas terapias moleculares 

específicas que tengan como diana terapéutica las principales vías de señalización esenciales para la 

autorenovación de esta subpoblación celular, como las vías anteriormente descritas; sin embargo, 
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estos fármacos no han resultado ser tan eficaces como se creía. Motivo por el cual nuestro objetivo es 

desarrollar nuevos fármacos, con nuevas dianas terapéuticas y más eficaces en la inactivación y 

eliminación de las CMTs de pulmón.  

 

3.3.4. OTRAS APROXIMACIONES EN LA BÚSQUEDA DE NUEVOS FÁRMACOS ANTI-CMTs  

A pesar de todos los avances que se han producido en los últimos años, seguimos sin lograr 

respuestas completas en los pacientes por periodos extensos en el tiempo. Por ello debemos de 

continuar en esa búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas. Para ello, existen librerías con una 

colección de compuestos químicos habitualmente empleados para cribados farmacológicos masivos. 

Los estudios realizados con estas librerías se han visto incrementados en los últimos años debido a la 

necesidad de la búsqueda e identificación de nuevas dianas terapéuticas, así como la comprensión de 

los mecanismos de acción que tienen un papel fundamental en el descubrimiento y desarrollo de 

nuevos fármacos. Los avances tecnológicos y biológicos han dado lugar a un aumento de los ensayos 

celulares en el descubrimiento de nuevas moléculas pequeñas biológicamente activas; además, para 

una correcta aplicación de los nuevos fármacos así como las posibles combinaciones con otros 

tratamientos, se requiere caracterizar completamente los efectos que producen sobre las dianas y 

entender sus mecanismos de acción (145). Sin embargo, a pesar de los avances en farmacología, 

química y biología, el descubrimiento de nuevos fármacos es lento, con un alto costo y pocos 

resultados aplicables a la clínica; por lo que urge innovar en química biológica, para que esta permita 

que pequeñas moléculas sean capaces de modular la enfermedad. 

 
Hay dos librerías químicas comercializadas, Myria y Prestwick (Sigma-Aldrich, Misuri, EE. UU.). 

Prestwick es una colección de 1.280 moléculas pequeñas, que están 100% aprobadas por la FDA, EMA 

y otras agencias reguladoras de medicamentos, por ejemplo, el Disulfiram, aprobado para el 

tratamiento del alcoholismo. Además, hay diferentes estudios que han identificado compuestos de 

esta librería por sus propiedades anti-proliferativas y anti-migratorias para el tratamiento del 

glioblastoma (146) y compuestos citotóxicos frente a potenciales células madre tumorales de 

glioblastoma tanto en estado proliferativo como en quiescencia (147), así como la identificación de 

candidatos prometedores para el tratamiento de cáncer de pulmón y carcinoma pancreático que 

incluyen antiparasitarios, glucósidos cardíacos, así como los medicamentos anticancerígenos 

vorinostat y topotecan (148). 

 
La librería química Myria está constituida por 10.000 compuestos pequeños de elevada pureza que 

maximizan la diversidad química sin alterar las propiedades farmacológicas, que no están aprobados 

por las agencias reguladoras. Myria fue creada mediante la combinación de expertos en medicina 
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química y décadas de experiencia en la adquisición de compuestos de diversas fuentes con especial 

atención personal para eliminar aquellos que estuvieran sobrerrepresentados o no fueran adecuados 

para el uso y seguimiento en la medicina. 

 
3.3.4.1. DISULFIRAM (DSF) 

 
El DSF es un derivado del tiuram, se usó inicialmente como un catalizador industrial para la 

producción de caucho en el siglo XIX. En 1937, el médico estadounidense E.E. Williams observó que los 

trabajadores de plantas químicas expuestos regularmente a DSF experimentaban síntomas como 

rubor, dolor de cabeza, dolor abdominal, sudoración, palpitaciones y dificultad respiratoria, y que los 

síntomas eran más evidentes después del consumo de alcohol (149). Más tarde, los investigadores 

encontraron que DSF ejerció este efecto probablemente a través de la inhibición de la actividad de la 

enzima ALDH, lo que lleva a una acumulación de acetaldehídos, que causan estos síntomas 

desagradables inmediatamente después del consumo de alcohol. En 1948, una serie de ensayos 

clínicos confirmaron las propiedades antialcohólicas de DSF (150,151), y la FDA aprobó su aplicación 

como una opción terapéutica para el alcoholismo, al considerarlo un medicamento seguro y bien 

tolerado, con la dosis diaria promedio recomendada de 125 a 500 mg o 600 a 800 mg dos veces por 

semana durante un año (149). 

  
La evidencia acumulada ha demostrado la eficacia de DSF como una terapia para la dependencia 

de la cocaína (152,153), la reducción de incidencia de infecciones oportunistas en pacientes con 

infección sintomática por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (154) y contra la leishmaniasis 

en un sistema modelo ex vivo (155). Adicionalmente, en los últimos años la evidencia de la actividad 

anticancerígena de DSF se ha confirmado en varias líneas celulares cancerosas y modelos animales 

(156–159). 

 
En resumen, la identificación, caracterización y comprensión de los mecanismos de resistencia a 

tratamientos convencionales de las CMTs en las diferentes neoplasias, y la elevada mortalidad del 

cáncer de pulmón; han despertado la necesidad por encontrar nuevos fármacos más eficaces solos o 

en combinación, para el tratamiento del CPNM que tengan como diana terapéutica las CMTs. En 

consecuencia, el propósito de este estudio es identificar la capacidad de algunos compuestos de las 

librerías químicas antes mencionadas, para inhibir las CMTs de cáncer de pulmón, comparando los 

resultados con algunos fármacos utilizados actualmente en la práctica clínica para el manejo de 

pacientes con CPNM. Dichos descubrimientos podrían conducir a un progreso en la terapia, la 

intervención y la mejora del pronóstico de los pacientes con cáncer de pulmón y, tal vez en un futuro 

próximo, la evaluación de las CMTs podría ser una rutina en el diagnóstico de esta enfermedad.  
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Para ello, se pretende aislar tumoresferas con características de CMTs de pulmón y utilizarlas como 

plataformas in vitro para realizar estudios de cribado farmacológico de alto rendimiento con los 

compuestos de las librerías químicas Prestwick y Myria, identificar los compuestos químicos con mayor 

toxicidad sobre las tumoresferas y seleccionar aquellos fármacos con mayor capacidad de inhibición 

de las tumoresferas con características de CMTs pulmonares y trasladarlos a ensayos in vivo, y así 

poder confirmar su eficacia en los modelos animales inducidos con CMTs derivadas de líneas celulares 

comerciales de cáncer de pulmón y derivadas de tumores resecados de pacientes con CPNM. 

Finalmente, este cribado debe utilizarse como punto de partida para continuar los futuros estudios 

funcionales que demuestren y confirmen los mecanismos de acción de los compuestos seleccionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS                         
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La adquisición de resistencia a la quimioterapia convencional limita en gran medida el manejo 

terapéutico del cáncer, ya que en muchos casos no se consigue eliminar definitivamente el tumor y un 

porcentaje elevado de pacientes acaba desarrollando recidivas y progresión de enfermedad. El 

conocimiento de que las células madre tumorales (CMTs) son en parte responsables de esta resistencia 

adquirida a los tratamientos convencionales, nos lleva a la necesidad de buscar fármacos dirigidos 

contra esta subpoblación. Siendo el objetivo principal de la presente tesis doctoral, identificar nuevas 

estrategias terapéuticas mediante el empleo de plataformas de cribado farmacológico masivo con una 

aproximación de modelos in vitro 3D (tumoresferas), para la eliminación de la población de células 

madre tumorales en cáncer de pulmón no microcítico.  

 
Los objetivos específicos de este estudio son: 

 

1. Establecer cultivos de células crecidas en monocapa y en formación de tumoresferas, a partir de 

tumores resecados de pacientes con cáncer de pulmón no microcítico en estadio temprano, sin 

tratamiento previo.  Así como establecer tumoresferas a partir de líneas celulares de CPNM. 

 

2. Evaluar la viabilidad de las tumoresferas de pulmón en los diferentes cultivos establecidos, 

mediante plataformas de cribado farmacológico masivo: 

- Agentes quimioterápicos empleados en la práctica clínica. 

- Librería química Prestwick (1.280 fármacos aprobados por las agencias reguladoras).  

- Librería química Myria (10.000 compuestos no aprobados por las agencias reguladoras). 

 
3. Seleccionar los compuestos identificados con mayor potencial efecto citotóxico frente a las 

tumoresferas de CPNM, determinando su concentración mínima inhibitoria (IC50). 

 
4. Identificar los posibles mecanismos de acción de los fármacos seleccionados frente a las 

tumoresferas de cáncer de pulmón no microcítico.  

 
5. Validar en modelo in vivo el efecto antitumoral de los fármacos seleccionados en los ensayos in 

vitro. 

 
6. Integración de los resultados obtenidos in vitro e in vivo para la selección de los fármacos más 

eficaces en la eliminación de las tumoresferas de CPNM.
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 ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES  

Para la realización de los experimentos en el presente estudio, se emplearon cultivos de líneas 

celulares comerciales y cultivos celulares primarios que se describen a continuación: 

1.1. LÍNEAS CELULARES 

Se incluyeron 12 líneas celulares de cáncer de pulmón (H23, H358, H460, H1395, H1650, H1975, 

H1993, H2228, A549, PC9, SW900 y HCC827) que se obtuvieron de American Type Culture Collection 

(Manassas, VA, EE. UU.), con excepción de la línea celular PC9, que fue obtenida en Sigma; reflejando 

la diversidad del CPNM, comprendiendo las diferentes histologías, así como las alteraciones 

moleculares más frecuentes en esta patología. La Tabla 6 muestra las características generales de las 

líneas celulares utilizadas en este estudio.  

Tabla 6. Características de las líneas celulares utilizadas en este estudio. 

LÍNEA CELULAR TEJIDO HISTOLOGÍA MUTACIONES 

A549 Pulmón SCC KRAS (G12S)   

PC9 Pulmón ADC EGFR (deleción exón 19) 

NCI-H23 Pulmón ADC KRAS (G12C)  

 
NCI-H1650 

Pulmón 
derivadas 

de MT 

ADC 
bronquioalveolar 

 
EGFR (deleción exón 19)   

NCI-H1975 Pulmón ADC EGFR (L858R+, T790M) 

 
NCI-H1993 

Pulmón,  
derivadas 

de MT 

 
ADC 

 
Amplificación de c-MET 

NCI-H1395 Pulmón ADC BRAF (G469A) 

SW900 Pulmón SCC KRAS (G12V) 

H2228 Pulmón ADC ALK  

NCI-H358 Pulmón Carcinoma 
bronquioalveolar 

KRAS (G12C) 

 
NCI-H460 

Pulmón, 
derrame 
pleural 

 
Carcinoma de 

células grandes 

 
KRAS  

                           

HCC827 Pulmón  ADC EGFR (deleción exón 19)  

    MT: Metástasis; ADC: Adenocarcinoma; SCC: Carcinoma de células escamosas
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 ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS EN MONOCAPA Y EN FORMACIÓN DE 

TUMORESFERAS DE LAS LÍNEAS CELULARES 

Las líneas celulares se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Gibco, Paisley, Reino Unido), 

complementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS, Gibco), 2% de penicilina/estreptomicina (P/S, 

Gibco) y 0,001% de aminoácidos no esenciales (Gibco), a 37ºC y una atmósfera de CO2 al 5%.  

Para la formación de tumoresferas es necesario alcanzar el 70-80% de confluencia de los cultivos 

en monocapa, las células se disociaron enzimáticamente en una suspensión de células individuales 

utilizando 1% de tripsina-EDTA 1x (Gibco). Las células se sembraron a la densidad deseada en flasks de 

baja adherencia de 75 cm2 (Corning, Lowell, MA, EE. UU.) en condiciones de medio libre de suero, 

complementado con 50 µg/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF, Gibco), 20 µg/ml de factor 

de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF, Gibco), insulina transferrina-selenio (ITS, BD Biosciences), 

0,4% de albúmina de suero bovino (BSA, Gibco) y 2% de B27 (Gibco). Una vez establecidas las 

tumoresferas, se expandieron por disociación enzimática utilizando 1% de tripsina-EDTA 1x, seguido 

de la reposición de células individuales y pequeños agregados residuales en medio fresco completo, 

se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% y el medio se reemplazó tres veces por semana.  

1.2. CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS 

En este estudio, se obtuvieron células derivadas de tumores resecados de 7 pacientes (FIS299, 

FIS302, FIS303, FIS315, FIS317, FIS320 y FIS343) del Servicio de Cirugía torácica del Consorcio Hospital 

General Universitario de Valencia (HGUV). Los pacientes cumplieron con los criterios de elegibilidad 

[Diagnóstico histológico de CPNM, en estadios tempranos (I – IIIA) según el sistema de estadificación 

del AJCC y sin tratamiento previo] y fueron informados e invitados a participar en el estudio, firmando 

el consentimiento (Anexo 2). Las características demográficas y clínico-patológicas más relevantes de 

la cohorte de pacientes se muestran en la Tabla 7. El estado mutacional de los cultivos primarios se 

analizó mediante diferentes técnicas: EGFR (PCR), RAS (Piro secuenciación), ALK / ROS1 / PD-L1 

(Inmunohistoquímica).  
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Tabla 7. Características de los cultivos celulares primarios utilizados en este estudio. 

ADC: Adenocarcinoma; SCC: Carcinoma de células escamosas; WT: No mutado. 
 
 
1.2.1. ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS EN MONOCAPA Y EN 

FORMACION DE TUMORESFERAS 

Para el establecimiento de los cultivos celulares primarios se obtuvo tejido tumoral fresco de 7 

pacientes con CPNM que se sometieron a lobectomía pulmonar o neumonectomía, la pieza se lavó 

tres veces con tampón fosfato salino (PBS, Gibco) que contenía P/S antes de la disociación mecánica y 

digestión enzimática. Brevemente, cada muestra de tumor se cortó en trozos pequeños (1mm3) 

utilizando bisturí y se incubó en 7 ml de DMEM/F12 (Gibco) con 0,001% de ADNasa (Sigma-Aldrich), 1 

mg/ml de colágeno (Gibco), 1 mg/ml de dispasa (Gibco), 200 U/ml de penicilina y 200 µg/ml de 

estreptomicina (2% de antibióticos) a 37°C durante 3 horas en un baño con agitación mecánica. Luego, 

el disgregado resultante se pasó secuencialmente a través de filtros de células de 70 µm y 40 µm (BD 

Falcon, San Jose, EE. UU.) y se centrifugó en un tubo de 15 ml a 1.000 g durante 5 minutos para obtener 

el sedimento celular. Posteriormente, la viabilidad celular se evaluó con azul de tripano (Gibco).  

La mitad de las células vivas se transfirieron a flasks de 75 cm2 y se cultivaron en DMEM/F12 

suplementado con 10% de FBS, 2% de P/S y 1% de L-glutamina (Gibco). Una vez que se establecieron 

los cultivos primarios en monocapa, se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% cambiando 

el medio tres veces por semana. 

Para la formación de tumoresferas, la mitad restante de células vivas se cultivó en medio libre de 

suero DMEM/F12 complementado con 50 µg/mL de EGF, 20 µg/mL de bFGF, ITS, 0,4% de BSA y 2% de 

B27. Las células se colocaron en placas de baja adherencia de 6 pocillos (Corning) a una densidad de 

5.000 células/ml durante 7 a 10 días. Una vez establecidas los tumoresferas, se expandieron por 

Paciente 
FIS 

Edad SEXO HISTOLOGÍA MUTACIONES 

299 73 HOMBRE SCC BIEN DIFERENCIADO 
QUERATINIZANTE 

EGFR WT, RAS WT, ALK-, PD-L1 > 70% 

302 73 MUJER CARCINOMA POCO DIFERENCIADO EGFR WT, KRAS (G12D), ALK-, ROS1-, PD-
L1: 95% 

303 57 HOMBRE ADC POCO DIFERENCIADO DE TIPO 
ACINAR 

EGFR WT, RAS WT, ALK-, ROS1-, PD-L1- 

315 65 MUJER ADC DE TIPO ACINAR EGFR WT, RAS WT, ALK-, ROS1- 

317 76 HOMBRE SCC MODERADAMENTE 
DIFERENCIACIÓN  

EGFR WT, RAS WT, ALK-, ROS1- 

320 65 HOMBRE ADC MODERADAMENTE 
DIFERENCIADO 

EGFR WT, RAS WT, ALK-, ROS 1-, PD-L1- 

343 56 MUJER ADC MUCOSECRETOR EGFR WT, RAS WT, ALK-, ROS1-, PD-L1 
2% 
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disociación enzimática utilizando 1% de tripsina-EDTA 1x, seguido de la reposición de células 

individuales y pequeños agregados residuales en medio fresco completo, se mantuvieron a 37ºC en 

una atmósfera de CO2 al 5% y el medio se reemplazó tres veces por semana. 

 CARACTERIZACIÓN DE LAS TUMORESFERAS  

Para la caracterización de las tumoresferas se evaluaron las propiedades típicas de CMTs, además  

de un exhaustivo y amplio análisis de expresión de marcadores de CMTs (CD133, EPCAM1, ALDH1A1, 

CD166, ABCG2, CD44, MUC1, BMI1), genes de pluripotencia (KLF4, OCT4, NANOG, SOX2, MYC, 

CCND1), genes reguladores del ciclo celular (CDKN1A, CDKN2A, MDM2, WEE1), genes asociados a 

metástasis (CDH1, VIM, SNAI1, MMP2, MMP9, CEACAM5) y genes de las vías de señalización Notch 

(NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, DLL1, DLL4, HEY1, HES1), Wnt (WNT1, WNT2, WNT3, WNT5A, CTNBB1, 

DKK1, FZD7) y Hedgehog (SMO, PTCH1, SHH, GLI1) mediante PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR), 

Western blot e inmunofluorescencia. Estos análisis fueron realizados en células sembradas en 

monocapa y en formación de tumoresferas para comparar y poder establecer el perfil genético de 

células madre de los diferentes cultivos celulares de CPNM; trabajo que ha formado parte de una 

tesis doctoral previa.   

 

 OPTIMIZACIÓN DE LOS ANÁLISIS DE TOXICIDAD CELULAR   

3.1. CURVAS DE CRECIMIENTO Y ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR  

Para evaluar las características de crecimiento de los diferentes cultivos, se realizaron curvas de 

crecimiento con el objetivo de estimar el tiempo de duplicación celular en relación con la fase 

exponencial de los diferentes cultivos, y mediante ensayos de viabilidad con MTS [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt] 

(Promega, Wisconsin, EE. UU.) poder establecer la cantidad de células suficientes para obtener 

absorbancias óptimas para el desarrollo del cribado farmacológico. El MTS es un ensayo de 

colorimetría para determinar la actividad metabólica celular dependiente de la enzima NAD(P)H. Dicha 

enzima es capaz de reducir el MTS a su forma insoluble, el formazano, que presenta un color 

marronáceo. La conversión de MTS a formazano refleja la actividad enzimática en las células viables, 

por lo que la intensidad es proporcional al número de células vivas (Figura 20).  
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Figura 20. Ensayo de MTS, de mayor a menor viabilidad celular, de izquierda a derecha de la imagen en función 
de la intensidad colorimétrica. 

 
Para los ensayos, las células se recogieron y disgregaron con tripsina-EDTA 1x, fueron contadas en 

una cámara de Neubauer (instrumento utilizado para realizar el recuento celular en medio líquido) 

utilizando una dilución 1:1 de la suspensión de células en medio de cultivo con azul de tripano (Gibco) 

y se sembraron en placas de 96 pocillos (Corning) a diferentes densidades, en 200 µl de medio RPMI-

1640 para las líneas celulares y DMEM/F12 para los cultivos primarios; realizando determinaciones de 

viabilidad celular mediante ensayos con MTS a las 24, 48 y 72 horas en cultivo para establecer el 

doblaje de los cultivos y la cantidad de células suficientes para obtener absorbancias óptimas para el 

desarrollo del cribado farmacológico.  

 
Para determinar el tiempo de lectura de las placas luego de haber añadido el MTS, se realizaron 

diferentes lecturas (de 1 a 4 horas de incubación a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% como lo indica 

el protocolo) hasta lograr el punto de saturación, resultando ser a las tres horas; determinando así el 

tiempo óptimo de incubación del MTS para todos los ensayos de viabilidad celular realizados en este 

estudio. La absorbancia espectrofotométrica de cada pocillo se analizó a una longitud de onda de 490 

nm y a una velocidad de 0,01 segundos (seg) por pocillo en el espectrofotómetro Victor 3 (Perkin Elmer, 

Massachusetts, EE. UU), siendo que el espectro de absorbancia del producto de formazano resultante 

de la reducción del compuesto de tetrazolio (MTS) muestra un máximo de absorbancia a 490 nm. 

 
De esta manera se realizaron las curvas de crecimiento que por un lado reflejan el tiempo de 

duplicación de cada cultivo celular conforme aumenta el nivel de absorbancia espectrofotométrica a 

las 24, 48 y 72 horas de crecimiento, y por otro lado la densidad celular con absorbancia óptima para 

el desarrollo de los ensayos de toxicidad celular. Una vez establecidos correctamente estos criterios, 

se procedió a la búsqueda de nuevos agentes anti-tumoresferas de pulmón con propiedades de CMTs 

mediante el cribado farmacológico. 
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3.2. CRIBADO FARMACOLÓGICO  

Para la realización del cribado farmacológico in vitro se utilizaron las células de los cultivos 

establecidos previamente (líneas celulares y cultivos primarios) que fueron crecidas tanto en 

monocapa o adherentes (ADH) como en condición de tumoresferas (ESF). Se sembraron en placas de 

96 pocillos (Corning) para células en monocapa y en placas de baja adherencia para las tumoresferas 

(Corning) a las densidades anteriormente establecidas, en un volumen de 200 µl/pocillo del medio 

de cultivo correspondiente. A las 24 horas de cultivo, se añadieron los agentes quimioterápicos 

utilizados en la práctica clínica y los compuestos de las librerías químicas Prestwick y Myria (Sigma-

Aldrich) a diferentes concentraciones, desde 0,01 µM a 50 µM.  

 
La viabilidad celular se evaluó a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento, y en vista de lo observado 

en los ensayos con MTS se estableció las 48 horas como el tiempo de exposición a los compuestos; 

todos los ensayos fueron realizados por triplicado y confirmados en tres experimentos 

independientes. Se analizó la absorbancia espectrofotométrica transcurridas las 3 horas de 

incubación con MTS a 490 nm en el espectrofotómetro Victor 3; para ello, las absorbancias fueron 

normalizadas respecto a su control tratado en falso con DMSO (Ecuación 1). 

 
(𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐢𝐚 –  𝐁𝐥𝐚𝐧𝐜𝐨 ∗  𝟏𝟎𝟎) / (𝐓𝐫𝐚𝐭𝐚𝐝𝐨 𝐞𝐧 𝐟𝐚𝐥𝐬𝐨 –  𝐁𝐥𝐚𝐧𝐜𝐨) 

Ecuación 1. Cálculo de viabilidad celular. Blanco: Medio de cultivo, Tratado en falso: DMSO. 

 
Inicialmente se realizó un cribado con algunos de los agentes quimioterápicos utilizados en la 

práctica clínica en el tratamiento del cáncer (doxorrubicina, pemetrexed y vinorelbina) para evaluar la 

resistencia de las tumoresferas a estos fármacos. Luego, se realizó un cribado masivo con los 1.280 

compuestos de la librería química Prestwick y con los 10.000 compuestos de la librería química Myria 

en la línea celular H1650 a dosis de 1 µM, seleccionando inicialmente los compuestos positivos con 

toxicidad >50%, para finalmente seleccionar los posibles agentes con mayor potencial citotóxico frente 

a las tumoresferas con propiedades de CMTs de pulmón, validando en las diferentes líneas celulares y 

cultivos primarios a diferentes concentraciones y en el modelo in vivo.  

 CARACTERIZACIÓN DE LOS MECANISMOS DE ACCIÓN 
FARMACOLÓGICA  

 
Del cribado farmacológico masivo de las librerías químicas Prestwick y Myria, los fármacos que 

resultaron seleccionados con mayor potencial citotóxico frente a las tumoresferas de pulmón fueron 
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sometidos a diferentes ensayos para evaluar los posibles mecanismos de acción implicados en la 

inhibición de las tumoresferas con propiedades de células madre. 

4.1. ENSAYOS DE APOPTOSIS 

Se procedió a realizar ensayos de apoptosis celular mediante anexina A5 (Annexin V-FITC, BD 

Biosciences, Ref.: ANXVF-200) y ioduro de propidio (Sigma, Ref.: P4170). La anexina A5 (o anexina V) 

es una proteína celular del grupo de las anexinas, que en citometría de flujo se suele utilizar para 

detectar células apoptóticas, debido a su capacidad para unirse a la fosfatidilserina, un marcador de 

apoptosis cuando se encuentra en la hemimembrana celular externa; mientras que el ioduro de 

propidio se usa como una tinción de ADN en la citometría de flujo para evaluar la viabilidad celular.  

Los ensayos de apoptosis con anexina se realizaron en línea celular H1650 (línea modelo 

seleccionada del cribado farmacológico) y el paciente FIS343 (control negativo seleccionado del 

cribado farmacológico). Para ello, células en monocapa fueron sembradas en placas de 24 pocillos a 

una densidad de 75.000/pocillo, y células en formación de tumoresferas se sembraron en placas de 24 

pocillos de baja adherencia a una misma densidad. Después de 24 horas de cultivo, tanto ADH como 

ESF fueron tratadas con los fármacos seleccionados a una concentración de 10 μM, y posterior a 24 

horas de tratamiento, se recogieron ambas condiciones con sus respectivos medios y se obtuvieron 

células individuales mediante disgregación enzimática con Tripsina-EDTA 1X. Se tiñeron con anexina 

utilizando un kit de detección de apoptosis de acuerdo con la recomendación del fabricante; las células 

se resuspendieron en 200 μL de tampón de unión 1X (10 mM HEPES, 140 mM NaCl y 2,5 mM CaCl2, pH 

7,4) y se añadieron 2 µL de anexina V y 2 µL de ioduro de propidio a cada tubo de polipropileno con 

las suspensiones celulares y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos y se analizaron 

en el citómetro de flujo tan pronto como fue posible siguiendo el protocolo correspondiente. 

Como posible mecanismo de inducción de apoptosis de los fármacos seleccionados se analizó la 

vía de señalización de ROS (especies reactivas de oxígeno) p38 MAPK (proteína quinasa activada por 

mitógeno). 

4.2. ANÁLISIS DE ROS INTRACELULAR  

Estos análisis se realizaron en línea celular H1650 y el paciente FIS343. Las ROS son radicales, iones 

o moléculas que tienen un solo electrón no pareado en su capa más externa de electrones. Las ROS se 

pueden clasificar en dos grupos: radicales libres de oxígeno y ROS no radicales. Los radicales libres de 

oxígeno incluyen superóxido, radical hidroxilo, óxido nítrico, radicales orgánicos, radicales peroxilo, 

radicales alcoxilo, radicales tiilo, radicales sulfonilo, radicales tiilo peroxilo y disulfuros. Las ROS no 
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radicales incluyen peróxido de hidrógeno, oxígeno singlete, ozono/trioxígeno, hiperóxidos orgánicos, 

hipocloruro, peroxinitrito, anión nitrosoperoxicarbonato, anión nitrocarbonato, dióxido de 

dinitrógeno, nitronio y compuestos carbonílicos derivados de lípidos o carbohidratos altamente 

reactivos. Entre ellos, el superóxido, el peróxido de hidrógeno y los radicales hidroxilos son los ROS 

más estudiados en cáncer. 

Las ROS juegan un papel importante en la muerte celular y la señalización, inducen la apoptosis 

intrínseca al desencadenar daños en el ADN. Por el contrario, el daño en el ADN induce la producción 

de ROS. El daño en el ADN y/o la producción de ROS pueden desencadenar la apoptosis. Por este 

motivo, se decide analizar los niveles de ROS intracelular por microscopía de fluorescencia y citometría 

de flujo; partiendo de la hipótesis de una posible generación de ROS intracelular desencadenada por 

los fármacos seleccionados como posible vía de inducción de apoptosis en las tumoresferas con 

propiedades de CTMs de pulmón.  

Se utilizó un reactivo fluorescente de color rojo (MitoSOXTM, Invitrogen, EE. UU., Ref.: M36008). 

Los ensayos basados en MitoSOXTM se usan ampliamente para detectar selectivamente ROS 

intracelular e intra-mitocondrial, especialmente superóxido. Para ello, se disolvió el contenido (50 μg) 

de un vial de MitoSOXTM en 13 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) para obtener una solución madre de 

reactivo a 5 mM, posteriormente esta solución madre se diluyó en PBS para obtener una solución de 

trabajo a 5 μM.  

4.2.1. ANÁLISIS POR MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA 

Los niveles de ROS mitocondrial se evaluaron por microscopia de fluorescencia en la línea celular 

H1650 y en el cultivo primario FIS343. Para ello, células en monocapa fueron sembradas en placas de 

24 pocillos con cubreobjetos a una densidad de 75.000/pocillo, y células en formación de tumoresferas 

se sembraron en placas de 24 pocillos de baja adherencia a una misma densidad. Después de 24 horas 

de cultivo, tanto ADH como ESF fueron tratadas con los fármacos seleccionados a una concentración 

de 10 μM, y posterior a 24 horas de tratamiento, los cubreobjetos que contenían las células en 

monocapa se levantaron de las placas y fueron colocados en portaobjetos; mientras que las ESF se 

recogieron y centrifugaron en un cytospin para depositarlas en una pequeña zona determinada de los 

portaobjetos. Posteriormente, ADH y ESF se fijaron con paraformaldehído (PFA) en tampón fosfato 

salino (PBS, Gibco) por 10 minutos, se lavaron con PBS, fueron incubadas con FBS al 1% en PBS para 

bloquear y posteriormente incubar el MitoSOXTM a una dilución de 1:200 en solución de bloqueo 

durante la noche a 4ºC en cámara húmeda. Al día siguiente se lavaron con PBS y en la oscuridad se 

incubó Alexa Fluor 555 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) a una dilución de 1:200, para posteriormente 
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teñir los núcleos con DAPI a una dilución de 1:1000 a temperatura ambiente durante 3 minutos, se 

lavaron con PBS y se procedió al montaje para ser vistos en el microscopio de fluorescencia a 40x.  

4.2.2. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

Para confirmar los resultados obtenidos en microscopia de fluorescencia se evaluaron los niveles 

de ROS mitocondrial por citometría de flujo en la línea celular H1650 y en el cultivo primario FIS343. 

Para ello, células en monocapa fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una densidad de 

75.000/pocillo, y células en formación de tumoresferas se sembraron en placas de 24 pocillos de baja 

adherencia a una misma densidad. Después de 24 horas de cultivo, tanto ADH como ESF fueron 

tratadas con los fármacos seleccionados a una concentración de 10 μM, y posterior a 24 horas de 

tratamiento, se levantaron mediante disgregación enzimática con Tripsina-EDTA 1X y las suspensiones 

celulares obtenidas se depositaron en tubos de polipropileno de 12x75 mm. Posteriormente se 

añadieron 100 µL de solución de trabajo de reactivo de MitoSOX ™ 5 μM en cada tubo, se incubaron 

las células durante 10 minutos a 37°C protegidas de la luz y se analizaron un total de 10.000 células 

por condición en el citómetro de flujo tan pronto como fue posible siguiendo el protocolo 

correspondiente (Figura 21). 

 
Figura 21. Ilustración esquemática de la citometría de flujo basada en MitoSOX para detectar ROS/superóxido 
mitocondrial. La carga positiva de MitoSOX es responsable de su acumulación intra-mitocondrial (160). 

 

Para continuar con la evaluación de la vía de señalización ROS p38-MAPK se procedió al análisis de 

la proteína quinasa activada por mitógeno p38 mediante el análisis de Anti-p38 por microscopía de 

fluorescencia. 
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4.3. ANÁLISIS DE ANTI-p38 

Estudios recientes han demostrado que la activación de p38 da como resultado apoptosis de 

células tumorales iniciada por retinoides, cisplatino y otros agentes quimioterápicos. La observación 

de que las terapias divergentes actúan a través de una vía de transducción de señales común plantea 

la posibilidad de desarrollar nuevos agentes anticancerosos que carezcan de los efectos secundarios 

causados por eventos posteriores a la activación de p38-MAPK. Aquí, mediante estos ensayos 

analizamos la apoptosis de células tumorales de pulmón mediada por la posible activación de p38-

MAPK y sus posibles implicaciones para la terapéutica del cáncer. 

4.3.1. ANÁLISIS POR MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA  

Los ensayos para la determinación de Anti-p38 (abcam, Cambridge, Reino Unido, Ref.: ab170099) 

se realizaron en la línea celular H1650. Para ello, células en monocapa fueron sembradas en placas de 

24 pocillos con cubreobjetos a una densidad de 75.000/pocillo, y células en formación de tumoresferas 

se sembraron en placas de 24 pocillos de baja adherencia a una misma densidad. Después de 24 horas 

cultivo, tanto ADH como ESF fueron tratadas con los fármacos seleccionados a una concentración de 

10 μM, y posterior a 24 horas de tratamiento, los cubreobjetos que contenían las células en monocapa 

se levantaron de las placas y fueron colocados en portaobjetos; mientras que las ESF se recogieron y 

centrifugaron en un cytospin para depositarlas en una pequeña zona determinada de los portaobjetos. 

Posteriormente, ADH y ESF se fijaron con PFA en PBS por 10 minutos, se lavaron con PBS, fueron 

incubadas con FBS al 1% en PBS para bloquear y posteriormente incubar el anticuerpo primario (Anti-

p38) a una dilución de 1:200 en solución de bloqueo durante la noche a 4ºC en cámara húmeda. Al día 

siguiente se lavaron con PBS y en la oscuridad se incubó el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 555) a 

una dilución de 1:200, para posteriormente teñir los núcleos con el DAPI a una dilución de 1:1.000 a 

temperatura ambiente durante 3 minutos, se lavaron con PBS y se procedió al montaje para ser vistos 

en el microscopio de fluorescencia a 40x.  

Además del estudio de la vía de señalización ROS p38-MPK se realizaron análisis de expresión 

génica relativa de posibles genes implicados en vías relacionadas con la activación o inhibición de las 

células madre tumorales.  
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4.4. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA  

4.4.1. AISLAMIENTO DE ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ARN) 

Los análisis de expresión génica se realizaron en la línea celular H1650. Para ello, células en 

monocapa fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 300.000/pocillo, y células en 

formación de tumoresferas se sembraron en placas de 6 pocillos de baja adherencia a una misma 

densidad. Después de 24 horas cultivo, tanto ADH como ESF fueron tratadas con los fármacos 

seleccionados a una concentración de 10 μM, y posterior a 12 y 24 horas de tratamiento, se levantaron 

y el ARN se aisló a partir de las suspensiones celulares obtenidas. Se utilizó el protocolo de extracción 

siguiendo las instrucciones del fabricante del RNA Isolation Kit: RNeasy Mini Kit (QIAGEN, EE. UU., Cat 

No./ID: 74106). Una vez preparada la alícuota de la cantidad de tampón RLT (tampón de lisis celular) 

necesario en un tubo de 15 ml (10 µl de B-Mercaptoethanol por cada 1 ml de Buffer RLT), se agregó el 

volumen apropiado de tampón RLT (350 µl) a cada muestra, pasando el lisado celular al menos 5 veces 

a través de una aguja roma de calibre 20 (0,9 mm de diámetro) instalada en una jeringa sin RNasa para 

homogeneizar, añadiendo además 350 µl de etanol al 70% y mezclando por pipeteo, sin centrifugar. 

Se transfirieron los 700 µl de la muestra a una columna colocada en un tubo de 2 ml y se centrifugó 

durante 15 seg. Posteriormente se hicieron diferentes lavados con Buffers RW1 y RPE, se centrifugó la 

columna a toda velocidad durante 1 minuto para precipitar el ARN y finalmente se agregaron 30 µl de 

agua libre de ARNasa directamente a la membrana de la columna y se centrifugó durante 1 minuto 

para eluir el ARN obtenido. 

Se utilizó un nanoespectrofotómetro (Nano Drop 2000C, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) para 

realizar la cuantificación de la concentración de ARN. La calidad óptima del ARN se consideró con 

valores de absorbancia de 1.8 a 2.0 para el ratio A260/280, y de 2.0 a 2.2 para el ratio A260/230.  

 

4.4.2. TRANSCRIPCIÓN INVERSA (RT) 

Las muestras de ARN se procesaron utilizando el Kit® de transcripción inversa de alta capacidad 

(Applied Biosystems, EE. UU., Código del producto: 10400745), y las reacciones tuvieron lugar en un 

termociclador Master Cycler® (Eppendorf, Alemania). Cada reacción contenía 2 µl de RT Buffer, 0,8 µl 

de dNTPs, 2 µl de Random RT Primers, 1 µl de RNAse inhibitor, 1 µl de MultiScribe Reverse 

Transcriptase®, volúmenes de muestra variables para obtener una concentración final de ARN de 500 

ng y agua libre de ARNasa (Qiagen, Alemania) hasta un volúmen final de 20 µl. El ácido 

desoxirribonucleico complementario (ADNc) resultante se diluyó en agua libre de ARNasa hasta una 

concentración final de 250 ng/µl y se almacenó a -20ºC hasta análisis adicionales. Brevemente, el 

https://www.qiagen.com/gb/shop/sample-technologies/rna/rneasy-mini-kit/
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programa de ciclos consistió en una pre-incubación (10 minutos a 25ºC) para activar la enzima, la 

retrotranscripción del ARN a ADNc (2 horas a 37ºC) y un paso final para desnaturalizar la enzima (5 

minutos a 85ºC).  

4.4.3. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (RTqPCR) 

Para analizar la expresión de los genes diana, el ADNc obtenido previamente se analizó mediante 

RTqPCR utilizando sondas de hidrólisis (TaqMan®, Applied Biosystems, EE. UU.), diseñadas para unirse 

a las regiones inter-exón de los genes y, por lo tanto, evitar la amplificación del ADN genómico (161). 

Cada reacción se realizó en una placa de 384 pocillos con un volumen final de 5 µl que incluye 2,5 

µl de la Master Mix (Applied Biosystems), 1,25 µl de agua libre de ARNasa, 0,25 µl de la sonda de 

expresión génica (Applied Biosystems) y 1 µl de muestra de ADNc. La Master Mix contenía ADN 

polimerasa, dNTP y una enzima uracilo N-glicolasa que evita la re-amplificación de los posibles 

amplicones de los contaminantes. Las reacciones tuvieron lugar en un termociclador a tiempo real 

(LightCycler 480, Roche, Suiza). Con respecto a las condiciones de ciclado, se requiere una fase de pre-

PCR para asegurar una actividad óptima de la enzima UNG (2 minutos a 50ºC) y la activación de la 

enzima AmpliTaq Gold (10 minutos a 95ºC), seguida de 45 ciclos de desnaturalización-fusión-extensión 

(15 Segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC en cada ciclo). Cada ejecución incluyó no-template controls 

(NTC), agua para confirmar la ausencia de contaminación, así como un ADNc de referencia humana 

(Clontech, EE. UU.) que se usó como control positivo y normalizador de la placa. 

En este estudio, se analizaron 5 genes diana (Tabla 8), seleccionados por su potencial para 

caracterizar las tumoresferas. Para calcular la expresión génica relativa, se utilizó la fórmula de Pfaffl 

(162). El factor de normalización utilizado contenía tres genes endógenos, ACTB, CDKN1B y GUSB 

(Tabla 8), seleccionados en la evaluación utilizando el software geNorm® (Bioinformatics tools omicX, 

Francia) que calcula la estabilidad de genes de diferentes genes de control, lo que permite la selección 

de los mejores controles internos (163,164). 
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Tabla 8. Genes diana y genes endógenos seleccionados en este estudio. 

Gen Código Longitud amplicón (Pb) 

ACTB Hs99999903_m1 171 

CDKN1B Hs00153277_m1 71 

GUSB Hs01558067_m1 71 

ALDH1A1 Hs00946916_m1 118 

COX2 (PTGS2) Hs00153133_m1 75 

MMP-9 Hs00234579_m1 54 

SNAIL1 Hs00195591_m1 66 

SOX2 Hs01053049_S1 91 

     Pb: Pares de bases. 

 

4.4.4. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA RELATIVA  

La eficacia de cada sonda TaqMan® se evaluó utilizando el ADNc de referencia humano comercial 

(Clontech, EE. UU.) mediante la realización de diluciones en serie (50 ng/µL, 5 ng/µL, 0,05 ng/µL, 0,005 

ng/µL y 0,0005 ng/µL). La eficiencia (E) de un ciclo en la fase exponencial se calculó utilizando la 

Ecuación 2. 

E = 10-1/pendiente 

Ecuación 2. Cálculo de la eficiencia de los genes a analizar en este estudio. E: Eficiencia. 

 
Después de los ciclos de amplificación, la señal fluorescente supera la fluorescencia de fondo 

estableciendo el ciclo de cuantificación (Cq), que permite la determinación de la cantidad relativa de 

cada muestra (161). Todas las muestras se analizaron por duplicado y se utilizó el valor de Cq medio 

para un análisis adicional. Ciertas muestras tenían niveles de expresión génica por debajo del límite de 

detección, por lo que su expresión genética relativa se calculó de acuerdo con el límite de detección 

de cada gen. 

Los niveles de expresión génica relativa se determinaron utilizando la fórmula de Pfaffl, en función 

de la relación entre la expresión del gen diana y la expresión del gen de referencia (Ecuación 3). La 

cuantificación relativa se calcula a partir de las eficiencias de RTqPCR y la desviación del punto de cruce 

de una muestra desconocida frente a un control (162). La media geométrica de la expresión de los tres 

genes endógenos mencionados anteriormente se consideró como la expresión del gen de referencia, 

que permitió la corrección de las desviaciones de la muestra (164).  
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𝑹𝒂𝒕𝒊𝒐 =  
𝑬𝒕𝒂𝒓𝒈𝒆𝒕

              ∆𝑪𝒑 𝒕𝒂𝒓𝒈𝒆𝒕 (𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍−𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆)

𝑬𝒓𝒆𝒇
         ∆𝑪𝒑 𝒓𝒆𝒇 (𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍−𝑺𝒂𝒎𝒑𝒍𝒆)

 

Ecuación 3. Fórmula Pfaffl para el cálculo de la expresión génica relativa. Target: gen diana; Ref: gen endógeno; 

E: eficiencia del gen; Cp: punto de cruce; ∆Cp: Diferencia de expresión entre muestra no tratada (CNT) y tratada con 
fármaco. 

 
La expresión génica relativa se evaluó teniendo en cuenta los valores medianos de cada variable y 

se consideró que habia una expresión diferencial entre las células tratadas y las células no tratadas si 

el valor de la proporción era mayor a 2, lo que indicaba que el gen diana estaba sobreexpresado en las 

células tratadas, o si el valor de la relación era menor a 0,5, que el gen diana no estaba expresado lo 

suficiente. 

 MODELO IN VIVO 

Para evaluar y validar la actividad antitumoral in vivo de los fármacos seleccionados en el modelo 

in vitro, se realizó un ensayo piloto utilizando un modelo tumoral subcutáneo. Para ello, se indujeron 

tumoresferas de la línea celular H1650 y del paciente FIS343, se recogieron en viales con una 

suspensión libre de suero [5x 105/100 μL de PBS + 100 μL de Matrigel (Corning)] y después se 

inyectaron por vía subcutánea en flanco izquierdo de 8 ratones atímicos hembras NOD/SCID de 5 a 6 

semanas de edad (Animal models Charles River, EE. UU.); 4 ratones inyectados con esferas H1650 

(ratones 1-4) y 4 ratones inyectados con esferas FIS343 (ratones 5-8). Cuando el volumen tumoral (VT) 

promedio alcanzó 100 mm3, los ratones se dividieron aleatoriamente en 4 grupos. Los animales fueron 

tratados por vía intraperitoneal con DMSO (CNT), DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (100 mg/kg/fármaco) tres 

veces por semana hasta alcanzar uno de los criterios de punto final (1.500 mm3 de VT, fallecimiento, 8 

semanas de tratamiento o ulceración tumoral) (Figura 22). Los ratones se pesaron una vez por semana 

y el tamaño del tumor se midió tres veces por semana con un calibrador pie de rey digital usando la 

Ecuación 4.  

[𝐕𝐓 =  𝐥𝐚𝐫𝐠𝐨 𝐱 𝐚𝐧𝐜𝐡𝐨𝟐/𝟐] 

Ecuación 4. Cálculo del Volumen Tumoral (VT) en el modelo animal. 

 
Los ratones con criterio de punto final fueron sometidos a eutanasia mediante CO2. Se procedió a 

la extirpación del tumor y a la autopsia y recogida de órganos para análisis posteriores que involucran 

ensayos de expresión génica, estudios histológicos e inmunohistoquímicos. Este estudio se realizó en 

estricto cumplimiento de las recomendaciones de la Guía para las buenas prácticas para el cuidado y 
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uso de animales de laboratorio del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación del Gobierno de 

España. El protocolo del proyecto fue aprobado por el Comité de Ética de Experimentación Animal de 

la Universitat de València con Código de referencia (CEEA): A1481538210293 (Anexo 3).  

 

 

Figura 22. Esquema del modelo in vivo tumoral subcutáneo desarrollado. A) Ensayo de formación de esferas, B) 
Preparación de suspención a inocular, C) Ensayo de inducción tumoral, D) Ensayo de tratamiento. CPF: Criterio de punto 
final; VT: Volumen tumoral.  

 

 CULTIVOS EX VIVO  

Una vez extirpados los tumores de los ratones sacrificados, se procedió a su recogida en un tubo 

de 50 ml con PBS + 2% de P/S realizando un fraccionamiento en tres trozos:  uno para cultivo ex vivo y 

dos para su conservación en nitrógeno líquido y a -80ºC en RNA later para posteriores análisis.  

Los cultivos ex vivo se procesan del mismo modo que los cultivos primarios de pacientes con CPNM. 

El trozo de tumor para los cultivos ex vivo se lavó tres veces con PBS+ 2% de P/S, se disgregó 

mecánicamente con 2 bisturís hasta obtener fragmentos de 1 mm, posteriormente se realizó 

Ensayo de formación de esferas

A

500.000 Células aisladasB

Preparación de células a inocular

Suspensión en 
matrigel (1:1)

Disgregación enzimática

Medio libre de suero + 
BSA + EGF + bFGF + ITS

C

Inyección subcutánea en 
flanco izquierdo

Ensayo de Inducción tumoral 

VT=100 mm3

8 NOD/SCID
H1650 (4)/FIS-343 (4)

D

Tratamiento intraperitoneal

3 veces por semana
CPF  (VT=1500 mm3)

CNT (DMSO)
TR1-1650
TR6-343

DSF
TR2-1650
TR5-343

JMM 1-3
TR3-1650
TR7-343

JMM 1-4)
TR4-1650
TR8-343

Cultivo en monocapa Cultivo en formación de esferoides

Esquema de tratamiento 

100 mg/kg peso/fármaco
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disgregación enzimática donde los fragmentos fueron introducidos en un tubo de 15 ml con medio de 

disgregación (DMEM/F-12, colagenasa IV 1mg/ml, dispasa 1mg/ml, DNAse, P/S y D-valina 5 µM) en un 

baño a 37ºC con oscilación durante 3 horas (pipeteando los fragmentos cada 30 minutos). El 

disgregado se pasó por un tamiz (cell strainer) de 70 µm y luego por uno de 40 µm, los restos de tejido 

que quedaron en los tamices se recogieron con medio y se sembraron en placas de 6 pocillos 

recubiertas con colágeno, se pegaron y dieron lugar a explantes del tumor; y el eluído que quedó se 

pasó a un tubo de 15 ml para poder centrifugar a 1.000g durante 5 minutos y ver el sedimento celular 

más claramente. Se eliminó el sobrenadante y las células se sembraron en monocapa y en formación 

de tumoresferas en placas y medios correspondientes ya descritos anteriormente para evaluar su 

crecimiento, capacidad de formación de esferas, amplificar y congelar para posteriores análisis.  

 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS  

Para el análisis de los ensayos de viabilidad celular del cribado farmacológico in vitro, se calculó 

la IC50 que se corresponde con la concentración de un compuesto necesaria para reducir el 

crecimiento celular en un 50%. El cálculo se llevó a cabo con la media porcentual de viabilidad celular 

obtenida en los tres experimentos independientes por concentración de fármaco analizado, 

utilizando el programa Graphpad Prism v6.0 (Graphpad Software Inc.), realizando una regresión no-

lineal y una curva de dosis-respuesta sigmoide representada gráficamente. 

 
Los análisis estadísticos para los ensayos de viabilidad celular y de expresión génica se llevaron a 

cabo con el software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versión 15.0 (Chicago, IL, EE. 

UU.). Se usó la Prueba T, esta prueba determina si dos sets de muestras independientes (adherentes 

vs. esferas) son significativamente distintas las unas de las otras en respuesta a las distintas 

concentraciones de fármaco. Un p-valor < 0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
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 ENSAYO DE FORMACIÓN DE TUMORESFERAS 

El descubrimiento de agentes antineoplásicos se realiza mayoritariamente al examinar el efecto 

citotóxico in vitro de las células tumorales de proliferación rápida en un estado adherente de 2 

dimensiones (2D). Sin embargo, después de conocer que una de las propiedades de las CMTs es la 

capacidad de formar esferas en medio libre de suero, enriquecido con factores de crecimiento y en 

placas de cultivo de baja adherencia (165,166); las tumoresferas se convierten en un elemento 

fundamental en la selección de fármacos. Como se describió anteriormente, la resistencia a la 

quimioterapia y terapias dirigidas utilizadas en la práctica clínica es otra de las principales 

características de las CMTs y un mecanismo de recaída tumoral. Por lo tanto, La identificación de 

agentes con actividad anti-CMTs ha sido considerada como la clave para una terapia exitosa contra el 

cáncer (167,168). 

Por tal motivo, la técnica de formación de esferas in vitro es un método bien descrito para el 

aislamiento, la identificación y el enriquecimiento de CMTs que se emplean para el desarrollo de 

plataformas de cribado farmacológico. A continuación, se describen los resultados obtenidos de los 

ensayos de formación de tumoresferas a partir de líneas celulares y cultivos primarios derivados de 

tumores resecados de pacientes con CPNM. 

1.1. TUMORESFERAS DE LÍNEAS CELULARES  

Para el ensayo de formación de esferas se emplearon 12 líneas celulares derivadas de CPNM 

(H1650, A549, H23, H1993, PC9, SW900, H358, H460, H1395, H1975, H2228 y HCC827), 

comprendiendo las diferentes histologías, así como las alteraciones moleculares más frecuentes en 

esta patología (EGFR, KRAS, ALK). Las líneas celulares se sembraron en monocapa, así como en 

condiciones de baja adherencia (tumoresferas); lo que permitió observar la capacidad de una 

subpoblación celular para formar tumoresferas cuando las células sembradas a densidad clonal crecen 

en suspensión.  

Como se observa en las imágenes de la Figura 23, tanto los cultivos en monocapa como en 

formación de tumoresferas presentan una morfología muy diversa. Las líneas celulares H1650, H2228, 

H1993, H1975, H358, SW900 y HCC827 forman estructuras esféricas tridimensionales bien definidas, 

compactas y con un borde bien delimitado; mientras que las líneas celulares A549, H23, H1395, H460 

y PC9 forman agregados celulares no esferoidales. Las tumoresferas son un modelo de cultivo en 

tercera dimensión (3D) que aprovecha la tendencia natural a agregarse que muestran muchos tipos 

celulares, para crear masas multicelulares de forma esferoidal; mientras que los agregados celulares 
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no esferoidales son estructuras en suspensión menos definidas. Esto ha sido descrito en otros tipos de 

tumores, como  es el caso del cáncer de mama en el cual se detallaron hasta cuatro subgrupos de 

estructuras celulares y fueron caracterizados por su expresión génica (169). En nuestro estudio, es de 

destacar, que la morfología de las tumoresferas establecidas no parece tener ninguna relación con la 

histología ni el perfil mutacional de las líneas celulares utilizadas en los ensayos. 

 

Figura 23. Diferentes líneas celulares comerciales de CPNM. A) Células crecidas en monocapa; B) Células crecidas en 

formación de tumoresferas. 

 
El aislamiento de CMTs a través del cultivo de tumoresferas no requiere un conocimiento previo 

sobre marcadores de superficie celular. Este método fue descrito por primera vez por Singh et al. en 

HCC827

HCC827
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tumores cerebrales (170), originalmente utilizado para aislar células madre neurales (171). En 2005, 

Ponti et al. aplicó el método de cultivo de la mamoesfera en la propagación in vitro de células madre 

para aislar las CMTs mamarias de especímenes de cáncer de mama primario y estableció líneas 

celulares de cáncer de mama humano. Hasta la fecha, las tumoresferas se cultivan con éxito a partir 

de variedades de cánceres como colon, pulmón, páncreas, próstata, melanoma, ovario y tiroides 

(166,172–179).  

1.2. TUMORESFERAS DE CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS  

Del total de muestras de tumores resecados en pacientes con CPNM del Servicio de Cirugía torácica 

del Consorcio HGUV que han sido procesadas en nuestro laboratorio, se han establecido 8 cultivos 

celulares primarios, de los cuales 7 han sido los empleados en este estudio (FIS299, FIS302, FIS303, 

FIS315, FIS317, FIS320 y FIS343), lo que significa una tasa de éxito de aproximadamente un 40%. 

Aunado a la dificultad para obtener muestras primarias de CPNM, una explicación al impedimento de 

obtener un mayor porcentaje de establecimiento y mantenimiento de cultivos celulares primarios sería 

que después de un cierto número de divisiones las células entran en el proceso de senescencia y dejan 

de dividirse; además, después de alcanzar la confluencia, las células cuyo crecimiento es sensible a la 

inhibición por contacto dejarán de dividirse, mientras que cualquier célula que haya sufrido 

transformación (insensibles a la limitación por densidad) tenderá a proliferar más. Mantener la 

densidad celular baja (por ejemplo, mediante subcultivos frecuentes) ayuda a preservar el fenotipo 

normal. Por este motivo, nuestros cultivos se amplifican al alcanzar aproximadamente el 70-80% de 

confluencia celular.   

La Figura 24 muestra como los diferentes cultivos primarios de CPNM en monocapa y en formación 

de tumoresferas presentan una morfología muy diversa. Los cultivos primarios FIS299, FIS315 y FIS343 

forman estructuras esféricas tridimensionales bien definidas, compactas y con un borde bien 

delimitado; mientras que FIS302, FIS303, FIS317 y FIS320 forman agregados celulares no esferoidales. 

Morfología que no parece tener ninguna relación con la histología ni el perfil mutacional de los cultivos 

primarios utilizados. 

Estos resultados demuestran que podemos aislar células con capacidad para formar tumoresferas 

con fenotipo de CMTs, creciendo las líneas celulares y los cultivos primarios en condiciones de baja 

adherencia y en un medio de cultivo restrictivo, tal y como se ha descrito previamente en varios 

cultivos celulares como cáncer colorrectal y próstata (165,180,181). 
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Figura 24. Diferentes cultivos celulares primarios de CPNM. A) Células crecidas en monocapa; B) Células crecidas en 

formación de tumoresferas. 

 

 CARACTERIZACIÓN IN VITRO DE LAS TUMORESFERAS CON 
FENOTIPO de CMTs 
 
Tal y como se esperaba según la teoría de las CMTs, en este estudio sólo una subpoblación de 

células tumorales tuvo la capacidad de crecer en estas condiciones, por lo que el ensayo in vitro de 

formación de esferas ha permitido la identificación, aislamiento y enriquecimiento de una 

subpoblación celular con propiedades características de CMTs (115,182). Por otro lado, en nuestro 

laboratorio se ha descrito previamente que las tumoresferas de las líneas celulares y los cultivos 

primarios utilizados en este estudio, presentaron propiedades de autorrenovación, potenciales de 

crecimiento exponencial ilimitados, resistencia contra agentes quimioterapéuticos, capacidades de 

invasión y diferenciación in vitro, y un potencial tumorigénico superior in vivo. Se seleccionaron, 

además: NANOG, NOTCH3, CD44, CDKN1A, SNAI1 e ITGA6, para diferenciar las tumoresferas de las 

células en monocapa (183). Es así como se demuestra que nuestras tumoresferas de CPNM presentan 
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B.

A.
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propiedades de CMTs. Postulándose como potenciales plataformas de cribado farmacológico in 

vitro/in vivo. 

 CURVAS DE CRECIMIENTO Y OPTIMIZACIÓN DE DENSIDADES 
CELULARES 

Para conocer las características de crecimiento de los diferentes cultivos celulares empleados en 

el cribado farmacológico, se procedió a analizar y optimizar la cinética de crecimiento, evaluando el 

tiempo estimado de duplicación celular de los cultivos sembrados en monocapa en función de la 

absorbancia espectrofotométrica, realizando lecturas a las 24, 48 y 72 horas en el espectrofotómetro 

Victor 3. Por ejemplo, en la Figura 25 se puede ver que en función del análisis de absorbancia 

espectrofotométrica a 490 nm (0.1 seg), la mayoría de los cultivos primarios sembrados en monocapa 

se duplican a las 24 horas; motivo por el cual se estableció que las células fueran tratadas a las 24 horas 

de cultivo, y la lectura de los ensayos de viabilidad celular con MTS se procediera a las 48 horas de 

tratamiento. Cabe resaltar que el crecimiento de los cultivos primarios es diferente al crecimiento de 

los cultivos de las líneas celulares, menos estrecho, lo que hace que las curvan no sean las esperadas.  

 

 
Figura 25. Curvas de crecimiento de los cultivos primarios (FIS299, FIS302, FIS303, FIS315, FIS317 y FIS320) 
sembrados en monocapa. Evaluación del tiempo estimado de duplicación celular en base a la absorbancia 

espectrofotométrica (490 nm) con lecturas a las 24, 48 y 72 horas; partiendo de una densidad celular basal de 1000 células 
por condición. 

 
Para la optimización de la cantidad celular a utilizar por cada cultivo en monocapa, se realizaron 

varios experimentos partiendo de diferentes densidades iniciales hasta obtener valores de 

absorbancia espectrofotométrica en rango óptimo (1,5 - 2,0) (Figura 26). Por otro lado, con las 

tumoresferas se partió del doble de células utilizadas en monocapa hasta obtener rango óptimo de 
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absorbancia espectrofotométrica; así finalmente se pudo seleccionar la cantidad de células a utilizar 

por cada línea celular (Tabla 9) y cultivo primario (Tabla 10) en ADH/ESF para llevar a cabo el cribado 

farmacológico en óptimas condiciones.  

 

 
Figura 26. Optimización de la densidad celular de los cultivos primarios (FIS299, FIS302, FIS303, FIS315, FIS317 
y FIS320) sembrados en monocapa. Evaluación de la absorbancia espectrofotométrica a 490 nm (0.1 seg) deseada por 

cada densidad celular con lectura a las 72 horas. 

 
Tabla 9. Densidades celulares seleccionadas por cada línea comercial para el cribado farmacológico. 

 
(*) La cantidad de células sembradas está ajustada para un pocillo de placa de 96 pocillos en 200 μL de RPMI. 

 
 
 
 
 
 
 
 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

A
b

so
rb

an
ci

a 
e

sp
e

ct
ro

fo
to

m
é

tr
ic

a

Densidad celular

FIS-299 FIS-302 FIS-303 FIS-315 FIS-317 FIS-320

Nº Cél/pocillo* Adherentes Esferas

A549 1200 2000

H-23 1500 3000

H-358 8000 10000

H460 1000 2500

H-1395 8000 10000

H-1650 5000 7000

H-1975 3000 6000

H-1993 5000 7000

H-2228 2000 4000

PC9 1500 3000

SW900 5000 7000
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Tabla 10. Densidad celular seleccionada por cultivo primario para cribado farmacológico. 

 
(*) La cantidad de células sembradas está ajustada para un pocillo de placa de 96 pocillos en 200 μL de DMEM. 
 

 
Las curvas definen las características de crecimiento de cada cultivo y nos permiten conocer la 

densidad celular óptima para evaluar la toxicidad de los compuestos a analizar mediante el cribado 

farmacológico. Las condiciones óptimas son aquellas en las que los cultivos se encuentran en fase 

exponencial de crecimiento, a la vez que al final del ensayo, exista un número suficiente de células 

como para poder ver las diferencias en viabilidad entre células tratadas y no tratadas (184). Esta 

optimización de condiciones es un requisito primordial para asegurar la reproducibilidad de los 

resultados, y sobre todo para trasladar este tipo de análisis a gran escala y desarrollar la 

automatización para poder establecer cultivos celulares en 3D estandarizados y normalizados. Por lo 

que una vez optimizadas las cantidades de células tanto en monocapa como en tumoresferas se 

procedió a realizar el cribado farmacológico masivo. 

 CRIBADO FARMACOLÓGICO  

En primer lugar, se procedió a testar fármacos empleados habitualmente en la práctica clínica en 

cáncer y más específicamente en cáncer de pulmón, para evaluar la posible resistencia de las 

tumoresferas de pulmón frente a la quimioterapia convencional, ya que es una de las características 

que definen a las CMTs. 

4.1. CRIBADO CON AGENTES QUIMIOTERÁPICOS CONVENCIONALES  

En el grupo de quimioterápicos convencionales se incluyeron agentes antimetabolitos y 

compuestos que interfieren en la replicación del ADN, tales como doxorrubicina, cisplatino, docetaxel, 

paclitaxel, pemetrexed y vinorelbina; que se usan como terapia estándar en cáncer y en particular 

cisplatino, docetaxel, paclitaxel, pemetrexed y vinorelbina en cáncer de pulmón (185–187). Se analizó 

la actividad de estos fármacos en diferentes líneas celulares y cultivos primarios, tanto en monocapa 

como en formación de tumoresferas, comparando su capacidad citotóxica.  

Nº Cél/pocillo* Adherentes Esferas 

FIS299 4000 10000

FIS302 2500 3000

FIS303 2500 3000

FIS315 2500 5000

FIS317 2500 5000

FIS320 2500 5000

FIS343 4000 8000
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En la Figura 27 se encuentra representada la viabilidad celular obtenida en las células crecidas en 

monocapa frente a las células crecidas en formación de esferas, posterior a 48 horas de tratamiento 

con cisplatino, paclitaxel y docetaxel a 10 µM en las líneas celulares H1650, HCC827, H2228, PC9 y en 

los cultivos primarios FIS302 y FIS343; donde se observa que las tumoresferas de la mayoría de los 

cultivos empleados resultaron resistentes a los tres fármacos de manera estadísticamente significativa 

(p<0.05) frente a las células en monocapa.  

 

 

Figura 27. Porcentaje de viabilidad celular de las líneas H1650, HCC827, H2228, PC9 y de los cultivos primarios 
FIS302 y FIS343 en adherencia y en suspensión a las 48 horas de tratamiento con cisplatino, paclitaxel y 
docetaxel a dosis de 10 µM. 

 
Se conoce que la respuesta inicial a la quimioterapia y en especial con cisplatino es relativamente 

alta, pero la mayoría de los pacientes finalmente recaen debido fundamentalmente a dos factores: la 

alta toxicidad generada por el fármaco y la adquisición de resistencia a la droga. Se sabe que la 

resistencia a la quimioterapia depende de diversos factores que incluyen variaciones individuales de 

cada paciente, así como diferentes alteraciones genéticas presentes en cada tumor, dentro incluso del 

mismo tipo de cáncer. Esta resistencia es una de las principales limitaciones de los tratamientos contra 

el cáncer, y puede ser intrínseca, es decir que la presenta el tumor antes del tratamiento, o bien 

adquirida durante el tratamiento. Ambos tipos de resistencia limitan la eficacia de los agentes 

antitumorales utilizados y se cree que son responsables del fallo del tratamiento que se produce en 

aproximadamente el 90% de pacientes con cáncer metastásico (188).  
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Concretamente en el caso del cisplatino que actúa uniéndose al ADN y formando aductos intra e 

intercatenarios que bloquean la replicación y la transcripción en las células, se han descrito 

alteraciones en varias rutas de señalización implicadas en proliferación, supervivencia celular y 

apoptosis. Así, la ruta de las proteínas quinasa activadas por mitógenos (MAPK) se ha visto alterada en 

varios procesos tumorales (189). También se han descrito alteraciones en las vías de PI3K/AKT y NFkB 

que juegan un papel crítico en el desarrollo y progresión tumoral en muchos tipos de cáncer, entre 

ellos el CPNM (190).  

 
La Figura 28 representa la citotoxicidad de doxorrubicina, pemetrexed y vinorelbina en la línea 

celular A549 a las 48 horas de tratamiento, donde se observa que las tumoresferas son poco sensibles 

a los tres fármacos, y donde se muestra además la resistencia a la terapia con doxorrubicina y 

vinorelbina de manera estadísticamente significativa (p<0.05) en diferentes concentraciones testadas.  

 

 
Figura 28. Porcentaje de viabilidad celular de la línea A549 en adherencia y en suspensión a las 48 horas de 
tratamiento con doxorrubicina, vinorelbina y pemetrexed. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,5 
µM; 1 µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado 
con la desviación estándar indicada mediante barras de error (*) p < 0.05. 

 
Algunos estudios han demostrado que la resistencia a vinorelbina puede deberse a la 

hiperactivación de señales de crecimiento y supervivencia como AKT y ERK (191), las cuales podrían 

estar activas en nuestras tumoresferas, compensando la acción del fármaco sobre la replicación 

celular. Además, como sabemos, los resultados de vinorelbina administrada en adyuvancia en 

pacientes con CPNM ya sea en monoterapia o en combinación con otros agentes tiene resultados muy 
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modestos (192,193). Es por ello que quizás sea necesaria la combinación de vinorelbina con otros 

agentes que refuercen la acción del fármaco sobre la división celular para mejorar la eficacia de este 

tipo de fármacos en el tratamiento del cáncer de pulmón, aunque es necesario previamente realizar 

estudios preclínicos para evaluar el potencial de estas combinaciones (194,195). 

 

Por otro lado, pemetrexed actúa inhibiendo la síntesis de purinas en las células, lo cual parece 

estar compensado por otros mecanismos de supervivencia celular; por ello la necesidad de 

combinarlo con otros compuestos. Existen algunos datos que indican una mayor efectividad in vitro 

e in vivo de pemetrexed cuando se combina con otros agentes como la rapamicina (196) en células 

de CPNM, ya que induce la inhibición de mTOR y equilibra la falta de efecto del pemetrexed en esta 

vía (197). Esta parece ser una buena opción terapéutica, aunque las toxicidades de este tipo de 

combinaciones deben ser valoradas cuidadosamente.  

En cuanto a la doxorrubicina, ha sido considerada muy efectiva en algunos tipos de cáncer como 

mama, leucemia y sarcomas (198). Sin embargo, en la práctica clínica su uso se ha visto limitado por 

el alto grado de cardiotoxicidad, por lo que actualmente se están diseñando nuevas estrategias para 

su administración, mediante nanopartículas dirigidas a ciertas dianas como por ejemplo EGFR (199) 

o en combinación con otros fármacos como dasatinib (200). En nuestro estudio, debido a su elevada 

toxicidad en células en monocapa ha sido empleada como control interplaca, y debido al elevado 

número de experimentos en el cribado masivo se procedió a emplear este fármaco para poder 

corroborar los resultados que en los siguientes apartados serán comentados en mayor profundidad.   

Estos resultados demuestran como algunos agentes quimioterápicos convencionales utilizados 

en la práctica clínica, son menos eficaces frente a las tumoresferas de pulmón con propiedades de 

CMTs. En concordancia con otro estudio, en el que se observó menor eficacia de estos compuestos 

sobre células mesenquimales en cultivo (201); demostrando la resistencia de este tipo celular a los 

tratamientos convencionales en cáncer de pulmón, lo cual podría deberse, en parte, al estado de 

quiescencia de estas células. Por lo que resulta necesario la búsqueda de nuevos fármacos más 

eficaces, solos o en combinación frente a esta subpoblación celular en CPNM, siendo el objetivo 

principal de esta tesis. 

4.2. CRIBADO CON QUIMIOTECAS 

En la búsqueda de nuevos fármacos más eficaces en monoterapia o en combinación con 

quimioterapia convencional, para la inhibición de las CMTs en CPNM; se procedió a testar un gran 

número de compuestos pertenecientes a las librerías químicas comerciales Prestwick y Myria.  
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4.2.1. LIBRERÍA QUÍMICA PRESTWICK 

La Librería Prestwick es una colección de 1.280 compuestos químicos aprobados por agencias 

reguladoras como la FDA (Agencia de medicamentos y alimentos de los Estados Unidos) y la EMA 

(Agencia Europea Reguladora de Medicamentos), seleccionados por su elevada diversidad química y 

farmacológica, así como también por su biodisponibilidad y seguridad en humanos. En esta librería 

se encuentran fármacos como el disulfiram (DSF), aprobado por la FDA en 1948 para tratamiento del 

alcoholismo (149); la digoxina, aprobada en 1954 como terapia para la insuficiencia cardiaca; y la 

doxorrubicina (202), aprobada en 1995 como tratamiento para el sarcoma de Kaposi (203); después, 

sola o en combinación en el tratamiento de diferentes neoplasias, siendo efectiva en cáncer de 

mama, leucemias y otros sarcomas, entre otros.  

Para una primera criba se empleó la línea celular H1650, por ser una de las líneas que formaban 

tumoresferas compactas y con marcadores de CMTs como CD44. Inicialmente se puso a punto la 

cantidad de esferas necesarias, así como de células en adherencia. Seguidamente, se realizó un 

cribado farmacológico masivo con todos los compuestos de esta quimioteca con el objetivo de hallar 

nuevos agentes terapéuticos eficaces contra las tumoresferas de pulmón con propiedades de CMTs; 

para ello, se seleccionaron fármacos que a 1 µM provocaran toxicidades superiores al 50% en las 

tumoresferas a las 48 horas de tratamiento. En una primera elección fueron seleccionados 18 

compuestos (Tabla 11).  

Tabla 11. Compuestos químicos seleccionados del cribado masivo con la librería Prestwick. 

 
Compuesto 

 
Nomenclatura 

% Toxicidad 
 48 horas (1 µM) 

Disulfiram PW2B8 95,24 

Camptotecina PW3D11 78,54 

Benzbromarona PW5E11 57,68 

Diclorhidrato de mitoxantrona PW5G6 80,06 

Anisomicina  PW6B3 85,80 

Diclorhidrato de cefalina heptahidratada PW6C9 82,04 

Digoxina PW6D8 62,52 

Clorhidrato de doxorrubicina  PW6D9 71,69 

Octahidrato de estrofantina  PW6H2 81,08 

Diclorhidrato de puromicina  PW6H11 72,10 

Clorhidrato de daunorubicina PW7A8 81,85 

Diclorhidrato de emetina  PW8A11 86,56 

Formil- (N) -deacetilcolchicina PW8B11 55,09 

Lanatósido C PW9B7 59,35 

Estrofantidina  PW9G11 58,72 

Piritiona de sodio PW10C7 100 

(-)-MK 801 maleato de hidrógeno  PW12F6 53,27 

Proscilaridina A PW13C7 70,11 

En Negrita: Compuestos con actividad citotóxica mayor al 60% en tumoresferas a 1 µM en la línea H1650 a las 48 horas de 
tratamiento. 
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Posteriormente, se seleccionaron 13 de estos compuestos (Resaltados en Negrita en la Tabla 11) 

por presentar una toxicidad superior al 60% frente a las tumoresferas de la línea celular H1650 a las 

48 horas de tratamiento a 1 µM. Para poder confirmar estos resultados se realizó una validación con 

la misma línea (H1650) y otras como A549, H23, H1993 y PC9 a diferentes concentraciones (0,1 µM; 

0,5 µM y 1 µM); dando lugar a la selección de 5 compuestos (PW2B8, PW3D11, PW6C9, PW8A11 y 

PW10C7) con mayor potencial anti-tumoresferas (p < 0.05) a 0,1 µM; 0,5 µM y 1 µM. En este caso se 

seleccionaron líneas con diferentes mutaciones así como con diferentes características de formación 

de agregados para poder observar si realmente esa toxicidad elevada en tumoresferas se mantenía.  

Una vez confirmado el potencial antitumoral, se ampliaron los experimentos en las líneas H1650, 

A549, H23, H358, H460, H1395, H1975, H1993, H2228, PC9 y en el paciente FIS343 para validar su 

citotoxicidad frente a las tumoresferas a diferentes concentraciones (0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM). 

La Figura 29 muestra un ejemplo de la citotoxicidad estadísticamente significativa (p < 0.05) de los 5 

compuestos seleccionados sobre las tumoresferas de la línea celular H1650 a diferentes 

concentraciones.  

 

Figura 29. Porcentaje de viabilidad celular de la línea H1650 en células crecidas en monocapa y en formación 
de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con los 5 compuestos seleccionados de la librería química 
Prestwick. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,1 µM; 0,5 µM y 1 µM. Las barras representan la media 

de tres determinaciones independientes por triplicado con la desviación estándar indicada mediante barras de error (*) p 
< 0.05.  
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Finalmente, de los experimentos de validación de estos 5 compuestos, se seleccionaron los 3 

fármacos [Disulfiram (PW2B8), Diclorhidrato de cefalina heptahidratada (PW6C9) y Piritiona de sodio 

(PW10C7)] con mayor potencial anti-tumoresferas de pulmón con propiedades de CMTs; estos 

alcanzaron concentraciones inhibitorias superiores al 50% a 0,1 µM en las diferentes líneas celulares 

comerciales testadas (Tabla 12).   

Tabla 12. Porcentaje de viabilidad celular de las líneas A549, H460, H1650 y PC9 en células crecidas en 
monocapa y en formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con los 3 compuestos seleccionados 
de la librería Prestwick. 

 
% Viabilidad 

celular 

PW2B8 
Disulfiram 

PW6C9 
Diclorhidrato de cefalina 

heptahidratada 

PW10C7 
Piritiona de 

sodio 
1 

µM 
0,5 
µM 

0,1 
µM 

1 
µM 

0,5 
µM 

0,1 
µM 

1 
µM 

0,5 
µM 

0,1 
µM 

H1650 ESF 
18,0 19,0 49,5 6,0 19,0 40,0 2,0 12,0 39,0 

H1650 ADH 
51,5 54,0 75,0 31,5 31,5 35,5 29,0 51,0 79,0 

PC9 ESF 
8,0 14,0 20,0 27,5 27,0 30,0 0,0 12,0 24,0 

PC9 ADH 
9,5 8,0 41,0 23,0 24,0 25,0 4,0 15,0 17,0 

A549 ESF 
5,0 8,5 69,0 32,0 28,0 27,0 0,0 3,5 66,0 

A549 ADH 
27,0 35,0 69,0 23,0 23,0 28,0 26,0 33,0 90,0 

H460 ESF 
11,0 5,0 26,0 15,5 15,0 26,0 2,5 4,5 41,0 

H460 ADH 
14,0 19,5 40,0 11,5 9,0 12,5 10,0 22,0 80,0 

 

Por otro lado, esta quimioteca ha sido empleada por otros grupos investigadores. Por ejemplo, 

Zeniou M et al; en la búsqueda de agentes citotóxicos hacia CMTs quiescentes de glioblastoma 

humano, identificaron veinte moléculas activas pertenecientes a diferentes clases farmacológicas; 

entre ellos, el fármaco estimulante laxante bisacodilo, siendo el único que inhibió de manera potente 

y específica la supervivencia de las células madre quiescentes de glioblastoma (147). Así mismo, 

Varbanov HP et al; analizaron los 1.280 compuestos químicos y farmacológicos de esta librería contra 

células A549 (cáncer de pulmón) y PANC-1 (carcinoma pancreático) utilizando el ensayo de viabilidad 

celular basado en fluorescencia PrestoBlue. Como resultados de estos ensayos, más de 100 

compuestos se identificaron efectivos en una o en ambas líneas celulares (80 de ellos son 

medicamentos utilizados para tratar enfermedades distintas del cáncer). Los candidatos prometedores 

que emanan de este estudio incluyen antiparasitarios, glucósidos cardiacos, así como los 

medicamentos anticancerígenos vorinostat y topotecan (148). 

 
En referencia a la Piritiona de sodio y del Diclorhidrato de cefalina heptahidratada se desconocen 

efectos antineoplásicos descritos hasta el momento. Además, de la Piritiona de sodio se ha descrito 
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que tiene la capacidad de producir neuropatía retardada en algunas especies, provocando la elevación 

intracelular de calcio en las motoneuronas de la asta anterior de la medula espinal; causando, por 

ejemplo, debilidad en las patas traseras en roedores(204). 

 
Sin embargo, varios ensayos clínicos han evaluado el DSF como un medicamento contra el cáncer. 

Estos ensayos han demostrado el potencial efecto citotóxico del DSF en neoplasias sólidas avanzadas 

con metástasis hepáticas (ClinicalTrials.gov Identificador: NCT00742911), melanoma metastásico 

(ClinicalTrials.gov Identificador: NCT00571116, NCT00256230), glioblastoma (ClinicalTrials.gov 

Identificador: NCT01777919, NCT01907165), cáncer de pulmón no microcítico (Identificador de 

ClinicalTrials.gov: NCT00312819) y cáncer de próstata (Identificador de ClinicalTrials.gov: 

NCT01118741). El informe del ensayo clínico mencionado en CPNM indicó que DSF es bien tolerado y 

parece prolongar la supervivencia en pacientes con este tipo de cáncer de pulmón recién diagnosticado 

(205), lo que respalda la noción de que DSF es un agente antineoplásico prometedor en esta patología, 

razón por la cual se procedió a realizar con este fármaco un mayor número de estudios como se 

demuestra en los siguientes apartados. 

 
Sin embargo, más estudios de cribado farmacológico con esta quimioteca serán necesarios para 

poder validar el potencial de estos compuestos químicos frente a tumoresferas de CPNM y cumplir 

con la búsqueda de nuevos posibles fármacos anti-CMTs de pulmón.  Para dar un paso más allá, se 

procedió a emplear otra quimioteca amplia de compuestos que no han sido previamente aprobados, 

pero de los cuales se conoce su estructura y posible potencial antitumoral. 

 

4.2.2. LIBRERÍA QUÍMICA MYRIA  

La librería química Myria está compuesta por 10.000 compuestos que no han sido aprobados por 

las agencias reguladoras, pero que pueden tener un gran potencial terapéutico. En el presente estudio 

se realizó inicialmente un cribado farmacológico masivo con todos los compuestos de esta quimioteca 

con el objetivo de encontrar nuevas terapias eficaces contra las tumoresferas de pulmón con 

propiedades de CMTs. Para este procedimiento se ha realizado un primer cribado el total de los 

compuestos en la línea celular H1650, seleccionando inicialmente 49 que resultaron positivos con 

toxicidades superiores al 50% frente a las tumoresferas a una concentración de 1 µM a las 48 horas de 

tratamiento (Tabla 13).  

Posteriormente, se seleccionaron 15 de estos compuestos (Resaltados en Negrita en la Tabla 13), 

por presentar una toxicidad mayor al 60% frente a las tumoresferas de la línea celular H1650 posterior 

a 48 horas de tratamiento a 1 µM. Para confirmar estas selecciones se realizaron experimentos de 
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confirmación en las líneas celulares A549 y H1650 a diferentes concentraciones (0,1 µM; 0,5 µM y 1 

µM). Dentro de los estudios de confirmación destacaron tres compuestos (SG124F6, SG124G6 y 

SG125A2) por su elevada toxicidad en esferas en comparación con adherentes (p < 0.05). Además, las 

estructuras de estos tres compuestos eran muy similares por lo que se decidió continuar y centrar los 

estudios en ellos. Para confirmar estas toxicidades específicas contra las tumoresferas se realizó la 

validación con diferentes líneas celulares de CPNM (H1650, A549, H23, H358, H460, H1395, H1993, 

H2228 y PC9) a diferentes concentraciones (0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM).  

Tabla 13. Compuestos químicos seleccionados del cribado masivo con la librería Myria. 

 
Fórmula 

 
Compuesto 

 
% Toxicidad 
 48H 1uM 

 
Fórmula 

 
Compuesto 

 
% Toxicidad 
 48H 1Um 

C17H25Cl2N5 SG1E3 58 C14H10N2O4S SG65F9 52 

C10H13BrN4O3 SG1E5 57 C10H9N5O2 SG65G4 51 

C16H24N2 SG1E7 52 C10H14ClN3O4S SG65G7 56 

C14H20N6O4 SG1F5 55 C12H18FN3O2S SG65G8 63 

C13H8N6O3 SG6E6 81 C20H20ClNO4 SG65G9 58 

C14H13NO4 SG10G9 53 C19H19ClN2O SG72D6 50 

C16H14N4OS2 SG11E9 51 C13H9N3O2S SG78C9 96 

C16H11ClFN3O SG20G5 87 C16H14N2O8S SG82G7 56 

C12H15N3O2S SG26D10 51 C11H6Cl2N2O4 SG87H9 100 

C21H25N5O3 SG35G4 54 C14H18N2O4 SG89F10 55 

C15H15N5O3 SG36E5 59 C21H23NO2 SG90F6 56 

C21H14N4O8 SG36E7 61 C14H12Cl2N2O SG93D2 56 

C19H29N3O2S SG40G3 51 C15H23NO4 SG97G2 60 

C20H17Br2NO SG45E11 54 C18H19N3OS SG97G10 54 

C11H17N5O2 SG47D5 52 C23H24N4S SG103E6 87 

C10H15N3O3 SG47G4 56 C13H10FN5O4 SG106A5 68 

C19H18N2 SG50H11 71 C13H10BrClN2O SG106E11 52 

C14H14N2O2 SG53G3 64 C21H31NO2 SG108C10 57 

C19H13N3O SG53G4 57 C10H14FNO3S SG112D11 59 

C15H20ClN3O2S2 SG55D9 90 C13H19N5O2 SG113G2 50 

C16H23NO4S SG56F6 51 C11H17N5O2 SG113G3 51 

C11H12N2O5 SG56G6 50 C12H19N5O2 SG113G5 54 

C15H11BrN2 SG60G6 63 C10H18N4S2 SG124F6 94 

C26H21ClN2O5 SG60G10 58 C11H20N4S2 SG124G6 100 

   C10H18N4S2 SG125A2 85 

En Negrita: Compuestos con actividad citotóxica mayor al 60% en tumoresferas a 1 µM en la línea H1650 a las 48 horas 
de tratamiento. 

 

La Figura 30 muestra un ejemplo de las citotoxicidades estadísticamente significativas (p < 0.05) 

de los 3 compuestos seleccionados (SG124F6, SG124G6 y SG125A2) sobre las tumoresferas de línea 

celular A549 a diferentes concentraciones (0,1 µM; 0,5 µM y 1 µM), en comparación a las células 

crecidas en monocapa.  
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Figura 30. Porcentaje de viabilidad celular de la línea A549 en células crecidas en monocapa y en formación de 
tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con los tres compuestos seleccionados de la librería Myria. Las 
concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,1 µM; 0,5 µM y 1 µM. Las barras representan la media de tres 
determinaciones independientes por triplicado con la desviación estándar indicada mediante barras de error (*) p < 0.05. 

 

En consonancia con nuestros estudios, la quimioteca Myria ha sido utilizada por otros grupos 

investigadores como por ejemplo, Morrow JK et al; que han empleado los compuestos de esta librería 

con la esperanza de desarrollar inhibidores de moléculas pequeñas de la interacción proteína-proteína 

[TRAF6 (Factores asociados a los receptores del Factor de Necrosis Tumoral, TNF) – RANK (Activador 

del Receptor del Factor Nuclear κB)], unión que activa las vías de quinasa NF-κB, JNK y MAP en cáncer 

de pulmón y mieloma múltiple (206); demostrando la utilidad clínica que pueden tener estas 

aproximaciones. 

Finalmente, de la primera fase del cribado farmacológico masivo de alto rendimiento desarrollado 

en este estudio, se seleccionaron 3 compuestos [PW2B8 (DSF) de la librería química Prestwick, 

SG124F6 y SG124G6 de la librería química Myria] producto del potencial efecto inhibitorio evidenciado 

frente a las tumoresferas de pulmón enriquecidas en propiedades de CMTs, en todos los cultivos 

celulares testados. Además, estos compuestos comparten estructuras químicas similares, haciendo 

formular la hipótesis de que los agentes seleccionados de la librería química Myria, posiblemente 

también compartan mecanismos de actividad antineoplásica y específicamente inhibitorios frente a 

las CMTs como los ya descritos con el DSF. 

SG124F6 SG124G6 SG125A2
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Una vez seleccionados estos fármacos se procedió a confirmar su potencial citotóxico en diferentes 

líneas celulares (H23, H358, H1395, H1993 y H2228), para evaluar la efectividad inhibitoria frente a las 

tumoresferas en las diferentes histologías y frente a las diferentes mutaciones presentes en CPNM, 

con la intención de hacer una aproximación a la medicina de precisión.  

Es así como en la Figura 31 se encuentra representado el ensayo de viabilidad celular en la línea 

H23 derivada de ADC con la mutación KRAS G12C, donde se observa que las tumoresferas resultaron 

ser más sensibles a los 3 fármacos respecto a las células crecidas en monocapa, de manera 

estadísticamente significativa; frente a PW2B8 a concentraciones de 0,5 µM (p<0.001) y 1 µM (p<0.01) 

y frente a SG124F6 y SG124G6 a todas las concentraciones evaluadas (p<0.001). Dato importante que 

nos podría ayudar a comprender uno de los posibles mecanismos de acción de estos fármacos, dada 

la resistencia a la terapia actual en CPNM asociada a KRAS G12C. Sin embargo, en la línea H358 

derivada de carcinoma bronquioalveolar también mutada en KRAS G12C, se demuestra la variabilidad 

entre histologías, puesto que esta línea celular presenta baja sensibilidad en ambas condiciones a la 

acción de los 3 fármacos, en especial frente a SG124F6 y SG124G6, tal y como se representa en la 

Figura 32.  

 

 

Figura 31. Porcentaje de viabilidad celular de la línea H23 en células crecidas en monocapa y en formación de 
tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con PW2B8, SG124F6 y SG124G6. Las concentraciones de los fármacos 

usadas fueron: 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 
triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001. 
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Figura 32. Porcentaje de viabilidad celular de la línea H358 en células crecidas en monocapa y en formación de 
tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con PW2B8, SG124F6 y SG124G6. Las concentraciones de los fármacos 

usadas fueron: 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 
triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. 

 
El papel pronóstico y predictivo de las mutaciones en KRAS en CPNM sigue sin estar claro; sin 

embargo, la presencia de la mutación KRAS (especialmente la mutación KRAS G12C) ha sido 

considerada por varios investigadores como un marcador de mal pronóstico en pacientes con CPNM 

tratados con quimioterapia (207,208) y sin terapia dirigida. Aunque recientemente han sido 

presentados en el congreso de la Sociedad Americana de Oncología Clínica (ASCO) 2019, los primeros 

datos clínicos de AMG 510, el primer inhibidor específico e irreversible del gen KRAS G12C que entra 

en fase clínica (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03600883) tras tres décadas de investigación en RAS; 

los primeros resultados en humanos muestran datos positivos de seguridad, tolerabilidad y actividad 

antitumoral en los tumores sólidos con mutación en el gen KRAS, concediendo la FDA a AMG 510 la 

designación de “medicamento huérfano” para el tratamiento del CPNM y el cáncer colorrectal con 

KRAS G12C (209). 

 
Cuando se analiza la línea celular H1395 con la mutación BRAF c.1406G>C p.G469A se observan 

datos similares representados en la Figura 33, donde se observa baja sensibilidad de las tumoresferas 

a la acción de los 3 fármacos, en especial frente a SG124F6 y SG124G6. Las mutaciones de BRAF se 

observan en hasta el 3,5-4% de los pacientes con CPNM. El comportamiento biológico de los tumores 

pulmonares mutados con BRAF tiende a ser más agresivo y resistente a la quimioterapia, pero las 

respuestas a los inhibidores de la tirosina quinasa, como los inhibidores de BRAF con o sin inhibidores 

de MEK, han proporcionado otra herramienta eficaz para lograr mejores tasas de respuesta en 
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comparación con la quimioterapia citotóxica. Nuevas estrategias, como la inmunoterapia, se están 

convirtiendo en otra opción para tratar pacientes en segunda línea con CPNM mutado en BRAF (210). 

 

 

Figura 33. Porcentaje de viabilidad celular de la línea H1395 en células crecidas en monocapa y en formación 
de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con PW2B8, SG124F6 y SG124G6. Las concentraciones de los 
fármacos usadas fueron: 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones 
independientes por triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. 

 

Por otro lado, vemos como en la Figura 34 se representa el ensayo de viabilidad celular en la línea 

H1993 con amplificación de c-MET, donde se evidenció mayor sensibilidad en las tumoresferas 

tratadas con SG124F6 y SG124G6 respecto a las células crecidas en monocapa de manera 

estadísticamente significativa; frente a SG124F6 a concentraciones de 0,1 µM (p<0.001), 0.5 µM 

(p<0.01) y 1 µM (p<0.05) y frente a SG124G6 a 1 µM (p<0.01) y 5 µM (p<0.001), caso contrario a lo 

observado con PW2B8 donde las esferas resultaron ser menos sensibles a todas las concentraciones 

evaluadas. Resultado esperanzador dada la resistencia a la terapia actual en CPNM asociada a los 

inhibidores de EGFR y MET. Puesto que los inhibidores de MET tienen el potencial de beneficiar a 

subconjuntos de pacientes con CPNM con alteraciones genéticas específicas. Las mutaciones del exón 

14 parecen ser hasta ahora el subconjunto molecular más sensible a los inhibidores de MET, mientras 

que la amplificación de c-MET parece ser uno de los subgrupos más difíciles de alcanzar (73). La 

combinación con otros agentes diana, como los inhibidores de EGFR o inhibidores de CMTs como 

SG124F6 y SG124G6, representarían una estrategia terapéutica prometedora en áreas específicas (por 

ejemplo, resistencia a EGFR-TKIs). 
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Figura 34. Porcentaje de viabilidad celular de la línea H1993 en células crecidas monocapa y en formación de 
tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con PW2B8, SG124F6 y SG124G6. Las concentraciones de los fármacos 

usadas fueron: 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 
triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001. 

 
Resultados similares en la línea H2228 con translocación de ALK se encuentran representados en 

la Figura 35, donde se observa que las esferas son más sensibles a los 3 fármacos respecto a las células 

crecidas en monocapa de manera estadísticamente significativa; frente a PW2B8 a todas las 

concentraciones evaluadas (p<0.001), frente a SG124F6 a 0,5 µM (p<0.01) y a 1 µM y 5 µM (p<0.001) 

y frente a SG124G6 a 0,1 µM (p<0.01) y entre 0,5 µM y 5 µM (p<0.001). Lo que también significa un 

dato prometedor ante el posible desarrollo de nuevos fármacos anti-CMTs de pulmón en pacientes 

ALK+ resistentes a las terapias actuales con inhibidores de ALK de primera y segunda generación (211).  

 

 
Figura 35. Porcentaje de viabilidad celular de la línea H2228 en células crecidas en monocapa y en formación 
de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con PW2B8, SG124F6 y SG124G6. Las concentraciones de los 

fármacos usadas fueron: 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones 
independientes por triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) 
<0.001. 
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En resumen, nuestros fármacos parecen ser muy versátiles, siendo que nuestras tumoresferas con 

características de CMTs resultaron ser más sensibles a los 3 fármacos de manera estadísticamente 

significativa (p<0.05) en las líneas celulares H23, H1993 y H2228, incluso a bajas concentraciones (0,1 

µM); líneas de ADC con mutaciones KRAS G12C, amplificación de c-MET y ALK. De las mutaciones de 

KRAS y amplificación de c-MET se ha descrito que confieren resistencia al tratamiento con EGFR-TKIs, 

lo que pone en evidencia la capacidad de estos fármacos para inhibir las tumoresferas con propiedades 

de CMTs de pulmón responsables de la resistencia a estas terapias. Por este motivo, ha sido importante 

el evaluar la acción de estos fármacos en las líneas celulares con mutaciones diana responsables de la 

resistencia a otras terapias actuales, porque al final los pacientes progresarán y se deben hallar 

fármacos más eficaces en estos casos. En la Tabla 14 se resumen las IC50 de los tres fármacos en las 

líneas celulares H23, H1993 y H2228. 

 
Tabla 14. IC50 de PW2B8 (DSF), SG124F6 y SG124G6 en las líneas celulares H23, H1993 y H2228 en monocapa y 
en formación de esferas a las 48 horas de tratamiento. 

IC50 (µM) PW2B8 
Disulfiram 

 
SG124F6 

 
SG124G6 

H23 ESF 0,15 0,40 1,04 
H23 ADH 0,11 3,11 1,96 

H1993 ESF - 0,61 0,91 
H1993 ADH 0,12 0,45 0,67 

H228 ESF 0,1 0,61 0,50 
H2228 ADH - - 0,28 

(-) No se alcanzó a obtener la IC50. 

 

El primer agente identificado es el DSF, un fármaco empleado en el alcoholismo que ha sido 

previamente descrito como un potente agente anticanceroso en distintas neoplasias sólidas como 

mama y pulmón (205,212), y varios estudios in vitro han demostrado que puede actuar 

específicamente como un inhibidor de CMTs induciendo la apoptosis celular por varios mecanismos: 

a) inhibiendo la actividad de ALDH en células tumorales de glioblastoma y cáncer de páncreas 

(213,214); b) inhibiendo la transición epitelio-mesenquimal en cáncer de mama inducida por TGF-β a 

través de la vía ERK / NF-κB / Snail(215), c) estimulando especies reactivas de oxígeno (ROS) activando 

la vía p38 MAPK en melanoma y hepatocarcinoma (158,216), d) inhibiendo la actividad del 

proteosoma(217), entre otros descritos. Sin embargo; el mecanismo específico subyacente de la 

actividad anticancerosa de DSF aún no se ha dilucidado por completo. Por otro lado, los dos 

compuestos identificados de la librería Myria (SG124F6 y SG124G6) no han sido estudiados 

previamente, siendo estos los primeros datos que describen una potencial actividad inhibidora de 

estos fármacos en ensayos in vitro sobre las tumoresferas con características de CMTs, derivadas de 

líneas celulares comerciales y cultivos primarios de pacientes con CPNM. 
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En una segunda fase, se procedió a la síntesis de los compuestos seleccionados de la librería Myria, 

en colaboración con el Departamento de Química Inorgánica y Orgánica de la Universitat Jaume I de 

Castellón, para continuar con el cribado farmacológico en las líneas celulares restantes (H1650, A549, 

H1975 y SW900) y en los cultivos primarios (FIS299, FIS302, FIS303, FIS315, FIS317, FIS320 y FIS343); 

para poder completar la evaluación de la efectividad inhibitoria frente a las tumoresferas en las 

diferentes histologías y frente a las diferentes mutaciones presentes en CPNM. Los compuestos 

sintetizados los hemos denominado JMM 1-3 (SG124F6) y JMM 1-4 (SG124G6), que en conjunto con 

el DSF fueron validados en los diferentes cultivos a diferentes concentraciones (0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 

µM; 1 µM; 5 µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM). Se realizaron los ensayos de viabilidad celular posterior a 48 

horas de tratamiento, obteniendo los siguientes resultados:  

En la línea celular H1650 derivada de ADC bronquioalveolar con la mutación EGFR deleción exón 

19, las tumoresferas resultaron ser más sensibles a los 3 fármacos de manera estadísticamente 

significativa respecto al efecto pobre o nulo observado en las células crecidas en monocapa, en casi 

todas las concentraciones evaluadas (Figura 36); frente al DSF a 0,01 µM (p<0.01) y al resto de 

concentraciones evaluadas (p<0.001), frente a JMM 1-3 a 0,01 µM (p<0.05) y entre 0,5 µM y 50 µM 

(p<0.001) y frente a JMM 1-4 a 0,01 µM (p<0.05), a 0,5 µM (p<0.05) y entre 5 µM y 50 µM (p<0.001). 

La deleción del exón 19 de EGFR se asocia con una supervivencia libre de progresión (SLP) y una 

supervivencia global (SG) favorables en pacientes que han recibido tratamiento con gefitinib en 

primera línea (218). De allí la importancia de conocer el subtipo de mutación EGFR y su consideración 

al momento de tomar decisiones de tratamiento o al diseñar ensayos clínicos para pacientes con CPNM 

avanzado con mutación EGFR positiva. 
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Figura 36. Superior: Porcentaje de viabilidad celular de la línea H1650 en células crecidas monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, JMM 
1-3 y JMM 1-4 en H1650. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 µM; 10 

µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001.  

 
Continuando con las líneas mutadas en EGFR, en el ensayo realizado con la línea H1975 derivada 

de ADC con mutaciones L858R y T790M, también se evidenció como las tumoresferas resultaron ser 

más sensibles a los 3 fármacos de manera estadísticamente significativa; frente a DSF a 1 µM (p<0.05) 

y JMM 1-3 a 0,5 µM (p<0.001) a 5 µM (p<0.05) y a 20 µM (p<0.01) y frente a JMM 1-4 a 0,5 µM, 5 µM 

y 50 µM (p<0.05) y  a 10 µM y 20 µM (p<0.001) (Figura 37). Dato relevante dada la resistencia a los 

EGFR-TKIs que supone la mutación T790M y la ausencia de selectividad de nuestros 3 fármacos para 

con algún subtipo de mutación EGFR; puesto que, en diferentes líneas celulares, con los diferentes 
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subtipos de mutación en EGFR (deleción exón 19, T790M y L858R), ejercen un efecto inhibitorio sobre 

las tumoresferas con características de CMTs de pulmón. Dado que la existencia de una diferencia 

clínicamente significativa en la sensibilidad a los inhibidores de la tirosina quinasa del EGFR entre 

diferentes subtipos de mutación del EGFR sigue siendo un tema de debate(219).  

 

 

Figura 37. Superior: Porcentaje de viabilidad celular de la línea H1975 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en H1975. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 

µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001.  
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Por otro lado, en relación con las líneas celulares mutadas en KRAS, En la Figura 38 se representa 

el ensayo de viabilidad celular en la línea A549, derivada de carcinoma de células escamosas con la 

mutación KRAS G12S, donde se observa como las tumoresferas resultaron ser más sensibles a los 3 

fármacos de manera estadísticamente significativa en comparación con el efecto pobre o nulo en las 

células crecidas en monocapa; frente a DSF a 0,01 y 0,1 µM (p<0.05) y a 0,5 µM, 10 µM y 20 µM 

(p<0.001), frente a JMM 1-3 a 0,01 µM (p<0.05) y a 20 µM (p<0.01) y frente a JMM 1-4 a0,01 µM 

(p<0.05) y a 20 µM (p<0.01). Sin embargo, en ninguno de los casos las toxicidades fueron superiores al 

50%.  

 

  

 

Figura 38. Superior: Porcentaje de viabilidad celular de la línea A549 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en A549. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 

µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001.  
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Así mismo, en la línea SW900, derivada de carcinoma de células escamosas con la mutación KRAS 

G12V, las tumoresferas resultaron ser más sensibles a los 3 fármacos de manera estadísticamente 

significativa; frente a DSF a 5 µM (p<0.05), a 10 µM (p<0.01) y a 20 µM y 50 20 µM (p<0.001), frente a 

JMM 1-3 a partir de 0,5 µM (p<0.001) y frente a JMM 1-4 a 0,1 µM y 5 µM (p<0.05), a 0,5 µM (p<0.01) 

y entre 10 µM y 50 µM (p<0.001) (Figura 39). Ensayos que confirman la versatilidad de estos fármacos 

frente a las tumoresferas con propiedades de CMTs de diferentes histologías y diferentes subtipos de 

mutación KRAS G12. 

 

 

Figura 39. Superior: Porcentaje de viabilidad celular de la línea SW900 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en SW900. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 

µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001. 
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En resumen, los ensayos de validación de los fármacos sintetizados en las diferentes líneas 

celulares comerciales, demostraron que las tumoresferas son más sensibles de manera 

estadísticamente significativa (p<0.05), incluso a bajas concentraciones (0,01 µM); dejando en 

evidencia el potencial de inhibición selectiva que poseen estos fármacos frente a las tumoresferas 

con características de CMTs de las diferentes histologías de CPNM, y frente a las diferentes 

mutaciones en EGFR y KRAS, inclusive a mutaciones asociadas a resistencia al tratamiento con EGFR-

TKIs (T790M). Estos datos indican que nuestros fármacos pudieran mejorar la eficacia de los EGFR-

TKIs y superar estas resistencias originadas por mutaciones en pacientes con CPNM con mutación de 

EGFR y/o KRAS. Tal y como se ha descrito con la curcumina en líneas celulares de CPNM con 

mutaciones EGFR y KRAS de tipo nativo y resistencia primaria a gefitinib, donde se demostró que la 

curcumina mejora significativamente el efecto inhibitorio de gefitinib en líneas de CPNM con 

resistencias primarias a gefitinib (H157 y H1299). Estos datos demostraron además que la sinergia 

de la curcumina con el gefitinib fue autofagia dependiente, y que la curcumina se puede usar como 

sensibilizador para mejorar la eficacia de los EGFR-TKIs y superar la resistencia en pacientes con 

CPNM con mutación de EGFR y/o KRAS de tipo nativo (220). 

En la Tabla 15 se resumen las IC50 de DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 en las líneas celulares H1650, A549, 

H1975 y SW900 sembradas en formación de tumoresferas; en ausencia de valores de IC50 para las 

células crecidas en monocapa, por el bajo o nulo efecto citotóxico de estos fármacos frente a esta 

condición de cultivo celular a las 48 horas de tratamiento.  

Tabla 15. IC50 de DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 en las líneas celulares H1650, A549, H1975 y SW900 en células 
crecidas en monocapa y en formación de esferas a las 48 horas de tratamiento. 

 

IC50 (µM) 
 

DSF 

 

JMM 1-3 

 

JMM 1-4 

H1650 ESF 6,84 6,90 9,85 

H1650 ADH - - - 

A549 ESF 0,35 8,46 12 

A549 ADH - - - 

H1975 ESF 0,16 14,28 9,82 

H975 ADH - - - 

SW900 ESF 4,34 8,34 10,07 

SW900 ADH - - - 

(-) No se alcanzó a obtener la IC50. 

 
Dada la significancia de los datos obtenidos en las líneas celulares comerciales, se procedió a 

confirmar la eficacia de estos fármacos en los cultivos celulares primarios establecidos en nuestro 

laboratorio, a partir de tumores resecados de pacientes con distintas histologías de CPNM, en estadios 
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tempranos, con variado perfil mutacional y sin tratamiento previo. Para ello, DSF (PW2B8), JMM 1-3 

(SG124F6) y JMM 1-4 (SG124G6) fueron validados en los cultivos primarios FIS299, FIS302, FIS303, 

FIS315, FIS317, FIS320 y FIS343. 

 
Es así como, en la Figura 40 se representa el ensayo de viabilidad celular en el paciente FIS299, con 

carcinoma de células escamosas PD-L1 > 70%, donde se observa que las tumoresferas respecto a las 

células crecidas en monocapa, resultaron ser más sensibles a los 3 fármacos de manera 

estadísticamente significativa; frente a DSF a 5 µM y 20 µM (p<0.001), frente a JMM 1-3 en todas las 

concentraciones evaluadas a partir de 0,5 µM (p<0.001) y frente a JMM 1-4 a partir de 1 µM en todas 

las concentraciones evaluadas (p<0.001). Datos que supondrían la posibilidad de existir una mayor 

sensibilidad de las tumoresferas con expresión > 50% de PD-L1 frente a la acción de estos fármacos. 

La monoterapia con pembrolizumab se ha convertido en el tratamiento en primera línea para los 

pacientes con CPNM y una proporción tumoral de PD-L1 de al menos el 50%; y se ha descrito como la 

adición de quimioterapia a pembrolizumab mejora aún más los resultados de SG, SLP y la tasa de 

respuesta objetiva (ORR) en los pacientes con CPNMP avanzado con PD-L1 de al menos el 50% (221). 
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Figura 40. Superior: Porcentaje de viabilidad celular del paciente FIS299 en células crecidas monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en FIS299. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 

µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001.  

 
De igual forma, en el paciente FIS302 con un tumor de histología de carcinoma poco diferenciado 

con la mutación KRAS G12D y PD-L1: 95%, se observó que las tumoresferas resultaron ser más sensibles 

a los 3 fármacos de manera estadísticamente significativa; frente a DSF entre 0,01 µM y 0,5 µM 

(p<0.001), a 1 µM (p<0.01) y a 5 µM (p<0.05), frente a JMM 1-3 entre 0,01 µM y 5 µM µM (p<0.001) y 

a 10 µM (p<0.05) y frente a JMM 1-4 a 20 µM (p<0.05) y al resto de concentraciones evaluadas 

(p<0.001) (Figura 41). Confirmándose en este paciente como la proporción tumoral de PD-L1 > 50% 

aunado a la coexistencia de la mutación KRAS, parecer aumentar aún más la sensibilidad de las 

tumoresferas con propiedades de CMTs frente a los 3 fármacos evaluados.  
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Figura 41. Superior: Porcentaje de viabilidad celular del paciente FIS302 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 DSF, JMM 
1-3 y JMM 1-4 en FIS302. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 µM; 10 
µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001. 

 
Mientras tanto, en el paciente FIS317 con carcinoma escamoso sin alteraciones moleculares 

encontradas, representado en la Figura 42, se observa que las tumoresferas respecto a las células 

crecidas en monocapa, resultaron ser más sensibles a los 3 fármacos de manera estadísticamente 

significativa; frente a DSF a 0,1 µM (p<0.01), a 1 µM (p<0.05) y entre 5 µM y 50 µM (p<0.001), frente 

a JMM 1-3 a 0,01 µM y entre 10 µM y 50 µM (p<0.01), a 0,1 µM y 0,5 µM (p<0.05) y a 1 µM y 5 µM 

(p<0.001) y frente a JMM 1-4 a 1 µM, 10 µM y 50 µM (p<0.01), a 5 µM (p<0.001) y a 20 µM (p<0.05).  
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Figura 42. Superior: Porcentaje de viabilidad celular del paciente FIS317 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en FIS317. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 

µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001.  

 
Por otro lado, en cuanto a los ensayos de viabilidad celular en los pacientes con ADC, en el paciente 

FIS303 sin alteraciones moleculares encontradas, representado en la Figura 43, se observó como las 

esferas resultaron ser más sensibles a JMM 1-3 y  JMM 1-4 de manera estadísticamente significativa; 

frente a JMM 1-3 a 0,5 µM (p<0.05) y frente a JMM 1-4 a 0,01 µM y 0,1 µM (p<0.001), a 0,5 µM (p<0.01) 

y 5 µM y 10 µM (p<0.05). Caso contrario a lo observado frente a DSF donde las esferas resultaron 

menos sensibles. 
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Figura 43. Superior: Porcentaje de viabilidad celular del paciente FIS303 en monocapa y en suspensión a las 48 
horas de tratamiento con Doxorrubicina, DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de Doxorrubicina, DSF, JMM 
1-3 y JMM 1-4 en FIS303. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 µM; 10 
µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001. 

 
Así mismo, en el paciente FIS315 con ADC sin alteraciones moleculares encontradas, representado 

en la Figura 44, se observó que las tumoresferas resultaron ser más sensibles a los 3 fármacos de 

manera estadísticamente significativa; frente a DSF a 20 µM y 50 µM (p<0.05), frente a JMM 1-3 a 0,01 

µM, 0,1 µM, 5 µM y 10 µM (p<0.05), a 0,5 µM, 20 µM y 50 µM (p<0.01) y frente a JMM 1-4 a 1 µM 

(p<0.001), a 5 µM y 10 µM (p<0.05) y a 50 µM (p<0.01). 
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Figura 44. Superior: Porcentaje de viabilidad celular del paciente FIS315 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en FIS315. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 
µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001. 

 
En la Figura 45 se representa el paciente FIS320 con un tumor de histología de ADC sin alteraciones 

moleculares encontradas, donde se observa como al igual que en los pacientes FIS303 y FIS315, las 

tumoresferas respecto a las adherentes resultaron ser más sensibles a los 3 fármacos de manera 

estadísticamente significativa; frente a DSF a 0,01 µM, 5 µM y 10 µM (p<0.05) y a 0,1 µM (p<0.001), 

frente a JMM 1-3 a 0,01 µM, 1 µM y 50 µM (p<0.01) y a 0,1 µM y 0,5 µM (p<0.001) y frente a                  

JMM 1-4 a 0,01 µM y 1 µM (p<0.01), a 0,1 µM y 0,5 µM (p<0.001) y a 50 µM (p<0.05). 
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Figura 45. Superior: Porcentaje de viabilidad celular del paciente FIS320 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en FIS320. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 
µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001.  

 

Por el contrario, en el paciente FIS343 con ADC PD-L1 2% representado en la Figura 46, se 

observó que las tumoresferas respecto a las adherentes, resultaron ser sensibles a DSF de manera 

estadísticamente significativa (p<0.05) tan sólo a 0,1 µM y 1 µM y frente a JMM 1-3 y JMM 1-4, no 

hubo diferencias significativas entre ambas condiciones en la mayoría de las concentraciones 

evaluadas, a excepción de JMM 1-4 a 20 µM, en la cual las tumoresferas se mostraron resistentes de 

manera estadísticamente significativa (p<0.05) frente a las adherentes. 
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Figura 46. Superior: Porcentaje de viabilidad celular del paciente FIS343 en células crecidas en monocapa y en 
formación de tumoresferas a las 48 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. Inferior: IC50 de DSF, 
JMM 1-3 y JMM 1-4 en FIS343. Las concentraciones de los fármacos usadas fueron: 0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 
µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM. Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por triplicado, con la 
desviación estándar indicada mediante barras de error. (*) <0.05, (**) <0.01, (***) <0.001.  

 
En resumen, estos hallazgos confirman el potencial efecto citotóxico de estos fármacos frente a 

las tumoresferas de la mayoría de los cultivos primarios de CPNM establecidos, independientemente 

del subtipo histológico y perfil mutacional. He aquí el valor de los cultivos primarios como 

plataformas de cribado farmacológico, siendo la mejor aproximación al tumor. En la Tabla 16 se 

resumen las IC50 de DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 en los diferentes cultivos primarios sembrados en 

monocapa y en formación de esferas; donde se observa ausencia de valores de IC50 para las células 

crecidas en monocapa en los pacientes FIS299 y FIS302, por el bajo o nulo efecto citotóxico de estos 

fármacos frente a esta condición de cultivo celular a las 48 horas de tratamiento; además de la 
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destacable baja sensibilidad del paciente FIS343 a los tres fármacos al no obtener valores de IC50 en 

ambas condiciones de cultivo.  

 
Tabla 16. IC50 de DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 en los cultivos primarios sembrados en monocapa y en formación de 
esferas a las 48 horas de tratamiento. 

IC50 (µM) DSF  
JMM 1-3 

 
JMM 1-4 

FIS299 ESF 7,72 0,50 7,33 
FIS299 ADH - - - 
FIS302 ESF 0,27 0,27 0,56 

FIS302 ADH - - - 
 FIS303 ESF 1,28 0,98 4,69 
FIS303 ADH - 2,15 7,87 
FIS315 ESF 1,03 1,21 3,16 
FIS315 ADH 7,13 1,50 3,65 
FIS317 ESF 0,30 1,78 2,00 

FIS317 ADH - - 6,12 
FIS320 ESF 5,35 5,35 6,84 

FIS320 ADH 15,28 2,86 8,14 
FIS343 ESF - - - 

FIS343 ADH - - - 

(-) No se alcanzó a obtener la IC50. 

 

En la Figura 47 se resume el cribado farmacológico masivo de alto rendimiento realizado in vitro 

en el presente estudio. 

 

Figura 47. Resumen del cribado farmacológico in vitro de alto rendimiento realizado en el presente estudio. 

Cribado farmacológico in vitro

Librería Prestwick (1.280 compuestos) 1µM Librería Myria (10.000 compuestos) 1 µM

18 positivos con Toxicidad > 50%

Validación (0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM)

3 compuestos (PW2B8, PW6C9 y PW10C7) 

49 positivos con Toxicidad > 50%

3 compuestos (SG124F6, SG124G6 y 
SG125A2) 

(0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM y 5 µM)

Selección de PW2B8 (DSF), SG124F6 y SG124G6 con mayor potencial anti CMTs

Validación de DSF y fármacos sintetizados [SG124F6 (JMM 1-3) y SG124G6 (JMM 1-4)] 
(0,01 µM; 0,1 µM; 0,5 µM; 1 µM; 5 µM; 10 µM; 20 µM y 50 µM)

PW2B8, PW3D11, PW6C9, PW8A11 y 
PW10C7

15 positivos con Toxicidad > 60% 
13 positivos con Toxicidad > 60%

(0,1 µM; 0,5 µM y 1 µM)

15 compuestos (0,1 µM; 0,5 µM y 1 µM)

H1650

A549, H23, H1650, 
H1993, PC9

A549, H23, H358, 
H460, H1650, 

H1395, H1975, 
H1993, H2228, 

PC9, FIS343

H1650, A549, 
H1975, SW900, 
FIS299, FIS302, 
FIS303, FIS315, 
FIS317, FIS320, 

FIS343

H1650

A549
H1650

A549, H23,  
H358, H460, 
H1650,H1395, 

H1993, H2228, 
PC9

H23, H358, 
H1395, H1993, 
H2228
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A continuación, se procedió a confirmar las toxicidades de los 3 fármacos seleccionados mediante 

otras metodologías, con el objetivo de intentar comprender los posibles mecanismos de acción frente 

a las tumoresferas con características de CMTs de CPNM. Para ello, se emplearon la línea celular H1650 

seleccionada como línea modelo y el paciente FIS343 seleccionado como control negativo, por los 

resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular. 

 

 CARACTERIZACIÓN DE LOS MECANISMOS DE ACCIÓN 
FARMACOLÓGICA 

5.1. ENSAYOS DE APOPTOSIS CON ANEXINA  

Se realizaron ensayos de apoptosis para determinar el porcentaje de muerte celular. Estos ensayos 

fueron realizados mediante el análisis de anexina en células individuales procedentes de cultivos en 

monocapa y en formación de esferas, disgregadas y analizadas por citometría de flujo posterior a 24 

horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 a dosis de 10 µM.  

 
El ensayo de apoptosis a las 24 horas de tratamiento en las células crecidas en formación de esferas 

de la línea celular H1650 representado en la Figura 48, reportó que en el control (CNT, células no 

tratadas) tan sólo el 15,35% de las células se encontraban en apoptosis (temprana/tardía), a diferencia 

las células tratadas con JMM 1-3 (46,23%) y JMM 1-4 (35,91%); confirmando los resultados obtenidos 

en los ensayos de viabilidad celular, donde a dosis de 10 µM estos fármacos inhibían las esferas de 

manera estadísticamente significativa (p< 0.001). Contrario a lo observado en las células crecidas en 

monocapa, donde en los ensayos de viabilidad celular el efecto de estos fármacos era pobre o nulo, 

reflejado en el bajo porcentaje de apoptosis, tanto en el CNT (9,54%) como en las células tratadas con 

DSF (12,35%), JMM 1-3 (10,83%) y JMM 1-4 (8,54%) (Figura 49). 

 



Resultados y Discusión  
 

96 
 

 
Figura 48. Análisis de Anexina en células crecidas en formación de esferas de la línea celular H1650 a las 24 
horas de tratamiento. A) CNT, B) DSF, C) JMM 1-3, D) JMM 1-4. Cuadrante inferior izquierdo: % de células vivas; 
Cuadrante inferior derecho: % de células en apoptosis temprana; Cuadrante superior derecho: % de células en apoptosis 
tardía; Cuadrante superior izquierdo: % de células en necrosis. CNT: Células no tratadas.  

 

Figura 49. Análisis de Anexina en células crecidas en monocapa de la línea celular H1650 a las 24 horas de 
tratamiento. A) CNT, B) DSF, C) JMM 1-3, D) JMM 1-4. Cuadrante inferior izquierdo: % de células vivas; Cuadrante 
inferior derecho: % de células en apoptosis temprana; Cuadrante superior derecho: % de células en apoptosis tardía; 
Cuadrante superior izquierdo: % de células en necrosis. CNT: Células no tratadas.  

A B

C D

A B

C D



Resultados y Discusión 

97 
 

Por otro lado, cuando analizamos los experimentos realizados en el cultivo primario FIS343 que 

resultó ser menos sensible a la terapia con estos 3 fármacos en los ensayos de viabilidad celular, se 

confirmó el bajo efecto inductor de apoptosis en ambas condiciones, pero en menor proporción en las 

células crecidas en formación de tumoresferas. Tal y como se representa en la Figura 50 para la esferas, 

donde se reportó apoptosis en el 13,81% de las células CNT, similar a las células tratadas con DSF 

(13,69%), JMM 1-3 (11,96%) y JMM 1-4 (10,28%); y a las células CNT crecidas en monocapa (14,71%) y 

tratadas con DSF (14,58%), JMM 1-3 (20,36%) y JMM 1-4 (16,87%) (Figura 51). 

 

 

Figura 50. Análisis de Anexina en células crecidas en formación de esferas del cultivo primario FIS343 a las 24 
horas de tratamiento. A) CNT, B) DSF, C) JMM 1-3, D) JMM 1-4. Cuadrante inferior izquierdo: % de células vivas; 

Cuadrante inferior derecho: % de células en apoptosis temprana; Cuadrante superior derecho: % de células en apoptosis 
tardía; Cuadrante superior izquierdo: % de células en necrosis. CNT: Células no tratadas. 
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Figura 51. Análisis de Anexina en células crecidas en monocapa del cultivo primario FIS343 a las 24 horas de 
tratamiento. A) CNT, B) DSF, C) JMM 1-3, D) JMM 1-4. Cuadrante inferior izquierdo: % de células vivas; Cuadrante 
inferior derecho: % de células en apoptosis temprana; Cuadrante superior derecho: % de células en apoptosis tardía; 
Cuadrante superior izquierdo: % de células en necrosis. CNT: Células no tratadas. 

 

En líneas generales, estos ensayos revelaron un mayor porcentaje de apoptosis en las esferas de 

la línea celular H1650 tratadas principalmente con JMM 1-3 y JMM 1-4; en comparación con el CNT, 

las células crecidas en monocapa y el cultivo primario FI343, del cual se confirmó su baja sensibilidad 

a estas terapias.  

 
En el año 2014, Dastjerdi MN et al. utilizando la línea celular de cáncer pancreático humano PANC-

1, reportaron aumento de la proporción de células que entraron en apoptosis; en un 6% posterior al 

tratamiento con DSF a 5 µM, en un 47% a 10 µM y en un 57% a dosis de 13 µM respecto a las células 

no tratadas (222). Por otro lado, en el año 2018, Wu Xi et al. reportaron que DSF aumentó la proporción 

de células apoptóticas de cáncer de pulmón; el porcentaje de apoptosis en el grupo tratado con DSF 

en comparación con los controles no tratados fue del 35,4% vs. 2.5% para A549, 21.4% vs. 4.7% para 

H460, y 37.9% vs. 8.7% para H1299 (223), obteniendo resultados similares a los nuestros. En líneas 

celulares de cáncer de pulmón como A549 y H460 también se ha descrito el análisis de anexina por 

citometría de flujo, para el estudio de apoptosis inducida por fármacos, tal es el caso del cisplatino 

como tratamiento en el cáncer de pulmón no microcítico (224).   
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Estos resultados remarcan la evidencia del potencial efecto inductor de apoptosis celular que estos 

fármacos poseen frente a las tumoresferas en nuestro estudio. Tal y como se han descrito, los 

mecanismos de muerte celular inducidos por el DSF resultan ser signos de apoptosis, es decir; 

fragmentación/condensación nuclear y activación de caspasa 3 que se produce después de 24 horas, 

con la posterior permeabilización de membrana, desprendimiento de sustratos e inducción de 

apoptosis y necrosis después de las 48 horas (225). Además, se ha informado ampliamente que DSF 

induce apoptosis en células tumorales humanas, incluyendo células de melanoma (226), células de 

cáncer de mama (227), células de mesotelioma pleural (228), células de cáncer de páncreas (222), 

células de leucemia mieloide (229), células de glioblastoma (230), células de cáncer colorrectal (231) y 

células de adenocarcinoma cervical (232).  

 
Para tratar de comprender el mecanismo de inducción de apoptosis de estos fármacos, se procedió 

a analizar los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) por microscopia de fluorescencia, dado 

que ROS ha sido considerado un activador de apoptosis y autofagia en cáncer a través de la vía de 

señalización ROS-p38 MAPK. 

 

5.2. VÍA DE SEÑALIZACIÓN ROS-p38 MAPK  

5.2.1. ANÁLISIS DE ROS 

La apoptosis tiene dos vías bien definidas, intrínseca y extrínseca. Estas vías implican la ruptura de 

la membrana mitocondrial que libera citocromo c en el citoplasma, que activa la caspasa 9, 3 e induce 

el receptor de FAS (CD95) y la caspasa 8 respectivamente. Se ha descrito que la generación de ROS 

induce ambas vías apoptóticas (233).  

Los ensayos para evaluar cualitativamente los niveles de ROS intracelular en la línea H1650 

mediante microscopía de fluorescencia, revelaron un aumento en el nivel de superóxido intracelular 

en las esferas tratadas por 24 horas con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al control (CNT, 

esferas no tratadas) (Figura 52) y las células crecidas en monocapa (Figura 53).  
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Figura 52. Evaluación de ROS intracelular (fluorocromo rojo) por microscopía de fluorescencia en tumoresferas 
de la línea celular H1650 a las 24 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al Control 
(CNT). Núcleos marcados con DAPI: fluorocromo azul. 

 

 
Figura 53. Evaluación de ROS intracelular (fluorocromo rojo) por microscopía de fluorescencia en células 
sembradas en monocapa de la línea celular H1650 a las 24 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 
(10 µM) respecto al Control (CNT). Núcleos marcados con DAPI: fluorocromo azul. 

 
Por otro lado, en el paciente FIS343, pese a la baja sensibilidad a nuestros fármacos reportada en 

los ensayos de viabilidad celular y apoptosis, también parece haber activación de ROS intracelular en 

mayor proporción en las tumoresferas tratadas por 24 horas con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) 

respecto al control (CNT, esferas no tratadas) (Figura 54) y las células crecidas en monocapa (Figura 

55), pero en menor cantidad que la observada en las esferas de la línea celular H1650. 
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Figura 54. Evaluación de ROS intracelular (fluorocromo rojo) por microscopía de fluorescencia en tumoresferas 
del cultivo primario FIS343 a las 24 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al 
Control (CNT). Núcleos marcados con DAPI: fluorocromo azul. 

 

 

Figura 55. Evaluación de ROS intracelular (fluorocromo rojo) por microscopía de fluorescencia en células 
sembradas en monocapa de la línea celular H1650 a las 24 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 
(10 µM) respecto al Control (CNT). Núcleos marcados con DAPI: fluorocromo azul. 

 
Estos datos fueron confirmados mediante la técnica de citometría de flujo que permitió cuantificar 

los niveles de ROS generados a nivel intracelular, como posible mecanismo inductor de apoptosis de 

nuestros fármacos. Para ello, los niveles de MitoSOX TM se evaluaron en función de la intensidad media 

de fluorescencia detectada de ECD (colorante de acoplamiento electrónico) en un total de 10.000 

células vivas individuales analizadas en el citómetro de flujo Cytomics FC500-MCL. Resultados que 
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demostraron una mayor activación de ROS en las células tratadas crecidas en formación de esferas de 

la línea celular H1650 (Figura 56) en comparación con las esferas CNT, las células crecidas en monocapa 

y el cultivo primario FIS343 en ambas condiciones de crecimiento (Figura 57). 

 
 

  
Figura 56. Intensidad media de fluorescencia detectada por citometría de flujo de MitoSOXTM en células 
crecidas en monocapa y en formación de esferas de la línea celular H1650, posterior a 24 horas de tratamiento 
con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al Control (CNT). 

 

 

Figura 57. Intensidad media de fluorescencia detectada por citometría de flujo de MitoSOXTM en células 
crecidas en monocapa y en formación de esferas del paciente FIS343, posterior a 24 horas de tratamiento con 
DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al Control (CNT). 

 
Se ha reportado que la generación de ROS induce las vías apoptóticas mediante la regulación de la 

cascada de caspasas y la activación de las vías de señalización Fas, ERK ½ y ROS-p38 MAPK (234–238). 

Como ejemplo el Nimbolide, una nueva terapia contra el cáncer que actúa mediante la modulación de 

múltiples mecanismos en las células tumorales de osteosarcoma; este fármaco induce apoptosis al 
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aumentar el estrés del retículo endoplásmico, disfunción mitocondrial, acumulación de ROS y, por 

último, activación de caspasas. También se determinó que Nimbolide es capaz de inhibir la migración 

celular, siendo crucial para las metástasis a distancia (239). 

 
Para continuar con la evaluación de la vía de señalización ROS-p38 MAPK en las tumoresferas de 

CPNM, una vez confirmada la generación de ROS por los 3 fármacos seleccionados, se realizaron 

ensayos de determinación de p38 por inmunofluorescencia para terminar de confirmar la activación 

de esta vía como posible mecanismo de apoptosis celular.  

 

5.2.2. ANÁLISIS DE p38 

 
Los ensayos de determinación de p38 por inmunofluorescencia a las 24 horas de tratamiento, han 

demostrado que la generación de ROS activa p38 en las esferas de la línea H1650 tratadas con DSF, 

JMM 1- 3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al CNT (Figura 58) y a las células en monocapa (Figura 59). Lo 

que parece indicar que la generación de ROS induce la activación de la vía de señalización p38-MAPK 

en las tumoresferas de pulmón con características de CMTs, induciendo apoptosis; tal y como se ha 

descrito anteriormente por ejemplo en osteosarcoma por el Nimbolide (239) y células de cáncer de 

mama por el Geraniin y el DSF (238,240). Además, se ha demostrado que la inactivación de p38 es un 

mecanismo potencial que contribuye a la adquisición y el mantenimiento de las propiedades de las 

CMTs en el CPNM (241).  

 

Figura 58. Determinación de p38 (fluorocromo rojo) por inmunofluorescencia en células crecidas en formación 
de esferas de la línea H1650 a las 24 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al 
Control (CNT). Núcleos marcados con DAPI: fluorocromo azul. 
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Figura 59. Determinación de p38 (fluorocromo rojo) por inmunofluorescencia en células crecidas en formación 
de esferas de la línea H1650 a las 24 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM) respecto al 
Control (CNT). Núcleos marcados con DAPI: fluorocromo azul. 

 

Nos planteamos como posible mecanismo inductor de apoptosis de DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4, la 

activación de la vía de señalización ROS-p38 MAPK en las tumoresferas de pulmón con propiedades de 

CMTs (Figura 60). Similar a estos hallazgos, en 2014, Chiba et al. encontraron que el DSF inhibía las 

células de carcinoma hepatocelular iniciadoras de tumor a través de la inducción de apoptosis, de 

maneras dependiente o independiente de la activación de la vía de señalización ROS-p38 MAPK; 

además de demostrar que el DSF induce inhibición de autorenovación traducida en diferenciación 

celular (216). 

 

 

Figura 60. Posible mecanismo de inducción de apoptosis de DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 en la línea H1650. 
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Hallazgos microscópicos encontrados en las tumoresferas de la línea celular H1650 posterior a 24 

horas de tratamiento con JMM 1-4 a dosis de 10 µM se detallan en la Figura 61. Donde se aprecia el 

anticuerpo Anti-p38 (fluorocromo rojo) a nivel citoplasmático (flechas blancas) y los núcleos 

identificados con DAPI (fluorocromo azul); destacando que, aunque la mayoría de los núcleos 

presentan una morfología normal, se pueden apreciar algunos fragmentados correspondientes a 

células apoptóticas (flechas amarillas).  

 

 

Figura 61. Tumoresferas de la línea H1650 a las 24 horas de tratamiento con JMM 1-4 (10 µM), con marcador 
Anti-p38 (fluorocromo rojo) capturado a nivel de vesículas (flechas blancas) y liberado a nivel citoplasmático, 
además de núcleos fragmentados marcados con DAPI (fluorocromo azul) correspondientes a células 
apoptóticas (flechas amarillas). Imagen captada por inmunofluorescencia. 

 

Estos resultados postulan la vía p38-MAPK como posible diana para las terapias contra el cáncer 

destinadas a eliminar las CMTs; sin embargo, es necesario continuar con estudios que intenten 

caracterizar aún más los posibles mecanismos de acción farmacológica implicados en la toxicidad de 

los agentes seleccionados. Para ello se procedió a realizar estudios de expresión génica relativa 

mediante PCR cuantitativa a tiempo real (RTqPCR). 

5.3. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA 

Los análisis de expresión génica se realizaron empleando células en monocapa y en formación de 

tumoresferas de la línea celular H1650. Los genes ALDH1A1, SOX2, SNAIL1, MMP9 y COX2 se analizaron 

debido a su posible implicación en la adquisición y mantenimiento de propiedades características de 

las CMTs. Además, cinco genes endógenos (ACTB, GAPDH, GUSB, HPRT1 y CDKN1B) fueron analizados 

para seleccionar y establecer los controles internos más estables. Para este propósito, utilizamos el 

software geNorm, que indicaba que la combinación de ACTB, CDKN1B y GUSB era la opción más 

estable. Siguiendo el procedimiento propuesto por Vandesompele et al. (2002), se calculó un factor de 

normalización basado en la expresión de estos tres genes endógenos utilizando la media geométrica.  

40x
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5.3.1. EVALUACIÓN DE LA CALIDAD DEL ARN  

La calidad del ARN extraído se evaluó utilizando un nano espectrofotómetro, como un parámetro 

para valorar la pureza del ARN extraído se usaron los ratios A260/280 y A260/230 que variaron de 1.8 

a 2.0 y de 2.0 a 2.2, respectivamente, en el 80% de las muestras; lo que indicó que el protocolo de 

extracción era apropiado para obtener un ARN de buena calidad para el análisis de la expresión génica.  

5.3.2. CÁLCULO DE EFICIENCIAS Y LINEALIDAD 

 
Como paso previo a los análisis de expresión génica, se calculó la eficiencia para cada sonda 

Taqman® (ACTB, CDKN1B, GUSB, ALDH1A1, SOX2, SNAIL1, MMP9 y COX2); para ello, en este estudio 

se usó el método de la pendiente de los Ct (Ciclos de umbral). Se obtuvieron los valores de los Ct para 

la dilución seriada del gen diana (triplicados en cada dilución). Luego, se construyó un gráfico con los 

valores de los logaritmos de las diluciones en el eje X y los valores de los Ct en el eje Y, y se calculó la 

pendiente de la recta de regresión que unía dichos puntos, que debería estar cerca de -3, valor que 

representa un 100% de eficiencia de amplificación (Figura 62). Los resultados se muestran en la Tabla 

17. 

 

 

Figura 62. Ejemplo de representación de la curva estándar para el cálculo de la eficiencia de amplificación del 
gen ALDH1A1. Para el cálculo de la eficiencia se deben representar los valores de Ct de cada dilución, en función del 

logaritmo de la concentración. 
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Tabla 17. Eficiencias para las sondas Taqman® empleadas en este estudio. 

Gen Código Longitud 

amplicón 

Eficiencia Eficiencia (%) 

ACTB Hs99999903_m1 171 2,000 100,00 

CDKN1B Hs00153277_m1 71 1,862 93,00 

GUSB Hs01558067_m1 71 2,000 100,00 

ALDH1A1 Hs00946916_m1 61 2,070 100,00 

COX2 (PTGS2) Hs00153133_m1 75 2,000 100,00 

MMP-9 Hs00234579_m1 54 1,792 90,00 

SNAIL1 Hs00195591_m1 66 2,000 100,00 

SOX2 Hs01053049 91 1,778 89,00 

 
 
5.3.3. CUANTIFICACIÓN DE EXPRESIÓN GÉNICA RELATIVA  

 
A continuación se analizó la expresión de 4 genes relacionados con el mantenimiento, proliferación 

y auto renovación de las CMTs; ALDH1A1, marcador de CMTs encontrado sobreexpresado en los 

estudios de caracterización de nuestras esferas; SOX2, factor de transcripción y gen de pluripotencia; 

SNAIL1 y MMP-9, genes relacionados con la metástasis, SNAIL1 implicado también en la transición 

epitelio-mesenquimal y sobreexpresado en los estudios de caracterización de nuestras tumoresferas; 

además de COX2, factor de inflamación de respuesta temprana inducida por múltiples estímulos, 

sobreexpresado en múltiples neoplasias. Todos estos genes han sido descritos como posibles dianas 

terapéuticas en múltiples tumores frente al DSF y otros agentes antineoplásicos (242–244).  

 
Se consideró que un gen diana estaba sobreexpresado en las células tratadas cuando la mediana 

de su expresión génica relativa era mayor o igual a 2, y se consideró que estaba infraexpresado cuando 

era menor o igual a 0,5; en comparación con el ADN de las células no tratadas (CNT). Para ello, se 

emplearon células en formación de tumoresferas y células crecidas en monocapa de la línea celular 

H1650, a 12 y 24 horas de tratamiento con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 a 10 µM. Posteriormente, ambas 

condiciones fueron confrontadas y analizadas en el programa SPSS para los cálculos de significancia 

estadística. Los resultados se presentan y analizan a continuación:  

 
En primer lugar, para el gen ALDH1A1 las medianas de expresión no variaron significativamente 

en ninguna de las condiciones (ADH/ESF) respecto al CNT en ninguno de los tiempos de tratamiento 

analizados en la línea celular H1650 (Figura 63). 
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Figura 63. Expresión génica relativa de ALDH1A1 en la línea celular H1650 a las 12 y 24 horas de tratamiento 
con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM). Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 

triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. 

 
El gen ALDH es esencial para la síntesis de moléculas importantes para la proliferación celular, la 

diferenciación y la supervivencia (245,246). Se cree que la expresión o actividad elevada de ALDH está 

implicada en la formación de tumor de xenoinjerto en ratones y la resistencia a la quimioterapia contra 

cisplatino, docetaxel y doxorrubicina (247). En los últimos años, la relación entre la actividad elevada 

de ALDH y el fenotipo de CMTs ha motivado a los investigadores a desarrollar inhibidores de ALDH 

específicos con potencial clínico para suprimir más eficazmente CMTs y progresión tumoral (245). En 

otros estudios, DSF y sus metabolitos celulares han demostrado tener una actividad inhibidora bien 

caracterizada contra ALDH, específicamente ALDH1A1, que parece tener la asociación más fuerte con 

el fenotipo de CMTs (149). Por lo tanto, se ha demostrado que la inhibición de la actividad de ALDH 

por DSF juega un papel clave en la supresión de CMTs, que se derivaron de cánceres de cerebro, mama, 

ovario, páncreas, pulmón, hígado y sangre (158,213,214,216,248). Sin embargo, nuestros resultados 

no concuerdan con estos datos, en vista de que nuestros tres fármacos no inhiben la expresión del gen 

ALDH1A1 de manera estadísticamente significativa (p < 0.05) en ninguna de las condiciones de cultivo 

de la línea celular H1650. 

 
En relación con MMP-9, hemos encontrado que JMM 1-3 y JMM 1-4 infraexpresan este gen en 

mayor proporción en las esferas de la línea celular H1650 a las 12 horas de tratamiento (0,46 y 0,35 

respectivamente); mientras que los valores de mediana de expresión en las adherentes se encontraron 

entre 0,65 y 1,10, por lo que su expresión no varía significativamente respecto al CNT en ninguno de 

los tiempos de tratamiento analizados, diferencia no estadísticamente significativa (Figura 64).  
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Figura 64. Expresión génica relativa de MMP-9 en la línea celular H1650 a las 12 y 24 horas de tratamiento con 
DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM). Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 

triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. 

 
La activación aberrante de las metaloproteinasas de matriz (MMP) es una característica común de 

las cascadas patológicas observadas en diversos trastornos, como cáncer, fibrosis, desregulación 

inmune y enfermedades neurodegenerativas. MMP-9, en particular, está altamente regulada 

dinámicamente en varios procesos patológicos. El desarrollo de inhibidores de MMP ha sido, por lo 

tanto, una estrategia atractiva para la intervención terapéutica. Sin embargo, una larga historia de 

ensayos clínicos fallidos ha demostrado que los inhibidores de MMP de amplio espectro tienen una 

utilidad clínica limitada, lo que ha estimulado el desarrollo de inhibidores selectivos para MMP 

individuales. Por ejemplo, GS-5745, un potente anticuerpo monoclonal humanizado, inhibidor 

alostérico altamente selectivo de MMP-9, se ha mostrado prometedor en el tratamiento de la colitis 

ulcerativa y el cáncer colorrectal, resultando eficaz en modelos preclínicos (249,250); así como 

JNJ0966, un compuesto altamente selectivo que inhibe la activación del zimógeno MMP-9 y la 

generación subsiguiente de la enzima catalíticamente activa. JNJ0966 fue eficaz en reducir la gravedad 

de la enfermedad en un modelo experimental de ratón con encefalomielitis autoinmune, lo que 

demuestra la viabilidad de este enfoque terapéutico (251).  

 
DSF también ha sido descrito como un potente supresor de la invasión tumoral, dados sus efectos 

descritos sobre la actividad de MMP-2 y MMP-9 en células de osteosarcoma mediante la inhibición de 

su expresión (252) y en células de hepatocarcinoma mediante la inhibición específica de la actividad 

de MMP-9 (253). Resultados similares a los obtenidos en este estudio, donde se demuestra la 

capacidad de JMM 1-3 y JMM 1-4 para inhibir la expresión del gen MMP-9 en la tumoresferas a las 12 

horas de tratamiento, quedando pendiente por confirmar la inhibición de la actividad MMP implicada 

en la invasión tumoral.  
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Respecto a SOX2, hemos encontrado disminución de su expresión no estadísticamente significativa 

en las tumoresferas respecto a las adherentes a las 12 horas de tratamiento con DSF (0,53), JMM 1-3 

(0,70) y JMM 1-4 (0,53) (Figura 65).  

 

 

Figura 65. Expresión génica relativa de SOX2 en la línea celular H1650 a las 12 y 24 horas de tratamiento con 
DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM). Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 

triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. 

 

Tal y como se ha descrito en células con cáncer de mama triple negativo resistentes a paclitaxel, 

cisplatino, docetaxel y doxorrubicina; el DSF inhibe los caracteres de CMTs (SOX2, OCT-4 y NANOG) y 

revierte completamente la resistencia a paclitaxel y cisplatino (254). En células de CPNM también se 

ha informado como el complejo disulfiram/cobre (DSF/Cu) además de inhibir las CMTs de pulmón 

ALDH+ in vitro/in vivo, también inhibe significativamente la expresión de los factores de transcripción 

de células madre (SOX2, OCT-4 y NANOG) y reduce las capacidades de las células madre de CPNM para 

la auto-renovación, proliferación e invasión in vitro (255). 

 
Por su parte, COX2 se ha encontrado infraexpresado en las adherentes a las 12 horas de 

tratamiento con DSF (0,38) y a las 12 y 24 horas de tratamiento con JMM 1-4. Por el contrario, se ha 

visto sobreexpresado en las tumoresferas a las 24 horas de tratamiento con DSF (2,41), JMM 1-3 (5,10) 

y JMM 1-4 (3,81); resultados no estadísticamente significativos (Figura 66).  

 
Varios estudios han informado que el gen COX2 está sobreexpresado de forma constitutiva en una 

variedad de tipos de cáncer, como el de mama, pulmón, páncreas, colon, esófago y cabeza y cuello; 

sobreexpresión que se asocia con un mal pronóstico (256,257). Por el contrario, la infraexpresión de 

COX2 se ha relacionado con el incremento de la sensibilidad a quimioterapia, inhibición de la actividad 

MMP e inducción de apoptosis, por ejemplo; la inhibición de COX2 aumentó la sensibilidad de células 
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de cáncer de pulmón a la sesamina al modular la señalización de pAkt-PI3K, lo que resultó en una 

detención del ciclo celular y un aumento de la apoptosis (258).  

 

 

Figura 66. Expresión génica relativa de COX2 en la línea celular H1650 a las 12 y 24 horas de tratamiento con 
DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM). Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 

triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. 

 
Por otro lado, SNAIL1 se ha encontrado sobreexpresado en la tumoresferas a las 24 horas de 

tratamiento con DSF (2,29), JMM 1-3 (3,99) y JMM 1-4 (2,46), datos sin significancia estadística 

respecto a los valores de mediana de expresión obtenidos en las adherentes (Figura 67). Sin embargo, 

este resultado podría poner de manifiesto un papel activo de esta ruta que sustentaría el 

mantenimiento de la población de CMTs en este cultivo. Contrario a lo reportado por Han et al; quienes 

demostraron que DSF revierte la transición epitelio-mesenquimal (TEM) y las propiedades de células 

madre en células de cáncer de mama a través de la supresión de la actividad de NF-κB y la vía ERK/NF-

κB/Snail (215).Opuesto también a los descrito por Sun et al; quienes confirmaron que el resveratrol a 

través de ensayos de inmunofluorescencia cambió la expresión de los marcadores relacionados con 

TEM E-cadherina y vimentina y como a través de ensayos de Western Blot (WB) disminuyó los niveles 

de expresión de MMP-2, MMP-9, Fibronectina, Vimentina y Snail1 en células de cáncer de mama, 

demostrando in vivo la capacidad de inhibir la metástasis pulmonar en un modelo de ratón con 

xenoinjerto (259). 
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Figura 67. Expresión génica relativa de SNAIL1 en la línea celular H1650 a las 12 y 24 horas de tratamiento con 
DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 (10 µM). Las barras representan la media de tres determinaciones independientes por 

triplicado, con la desviación estándar indicada mediante barras de error. 

 
A continuación, se procedió a validar in vivo la capacidad inhibitoria que han demostrado tener 

nuestros fármacos (DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4) frente a las tumoresferas enriquecidas en propiedades 

de CMTs de pulmón. 

 MODELO IN VIVO  

6.1. MODELO DE TUMOR SUBCUTÁNEO 

La sensibilidad de las tumoresferas de pulmón frente a DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 observada en los 

ensayos de viabilidad y apoptosis en la línea celular H1650, y la posible resistencia a estos compuestos 

observada en el cultivo primario FIS343; ha sido la razón por la cual se decide continuar con estos dos 

cultivos para diseñar el modelo in vivo de un primer estudio piloto, con el que se busca evaluar e 

intentar validar el efecto anti tumoral de estos nuevos agentes terapéuticos identificados como 

posibles terapias en CPNM.  

 
Es así como, partiendo de una de las propiedades de las CMTs, la tumorigenicidad; es decir, el 

potencial de iniciar tumores cuando se trasplantan en ratones inmunodeficientes. En el presente 

estudio se lograron inducir tumores subcutáneos en el flanco izquierdo de 4 ratones NOD/SCID 

mediante la inoculación de tumoresferas derivadas de la línea celular H1650 de ADC (ratones 1-4) y 4 

xenoinjertos en ratones a partir de esferas derivadas del tumor pulmonar resecado del paciente FIS343 

con ADC (ratones 5-8) (Figura 68). Al igual que Marsden CG et al en el 2012, observaron como las 

tumoresferas formadas en cultivos celulares primarios derivados de tumores de pacientes con cáncer 

de mama, fueron tumorigénicas cuando se trasplantaron en la almohadilla de grasa mamaria de 

ratones NUDE y se metastatizaron en múltiples órganos (260). 
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Figura 68. A) Xenoinjertos inducidos a partir de tumoresferas derivadas de la línea celular H1650 (ratones 1-
4); B) Xenoinjertos a partir de tumoresferas derivadas del cultivo primario FIS343 (ratones 5-8). 

 

6.2. ENSAYOS DE TRATAMIENTO 

Luego de 21 días de crecimiento, los 4 xenoinjertos derivados de la línea celular H1650 alcanzaron 

el criterio de inicio de tratamiento [100 mm3 de volumen tumoral (VT)], las diferentes condiciones se 

distribuyeron de manera aleatoria [tumor 1 (Control, CNT, DMSO), tumor 2 (DSF), tumor 3 (JMM 1-3) 

y tumor 4 (JMM 1-4)] y se inició el tratamiento intraperitoneal (100 mg/kg peso) con la evaluación de 

peso y toxicidad de los animales tres veces por semana. En la Figura 69 se observa la evolución del VT 

en los xenoinjertos H1650 tratados respecto al CNT.  

 
El ratón con el tumor 1 (CNT) fue sacrificado el día 8 de tratamiento tras haber sido el primero en 

alcanzar el criterio de punto final (1.500 mm3 de VT), al igual que el ratón con el tumor 3 tratado con 

JMM 1-3 por haber presentado una úlcera cutánea de origen tumoral, evidenciándose una marcada 

reducción del tumor en estos ratones respecto al CNT; resultado similar a lo observado en los ratones 

con los tumores 2 y 4 tratados con el DSF y el JMM 1-4 respectivamente, demostrando así la capacidad 

de estos fármacos para ralentizar e inhibir el crecimiento tumoral.  
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Figura 69. Evolución del volumen tumoral en los xenoinjertos H1650 tratados con el DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 
(100 mg/kg peso) respecto al CNT. 

 
Por otro lado, se asignaron las condiciones de manera aleatoria para el ensayo de tratamiento con 

los xenoinjertos del cultivo primario FIS343 [tumor 5 (DSF), tumor 6 (Control, CNT, DMSO), tumor 7 

(JMM 1-3) y tumor 8 (JMM 1-4)], los cuales alcanzaron los 100 mm3 de VT a diferentes tiempos, los 

primeros en alcanzarlo fueron los ratones con los tumores 6 (CNT), 7 (JMM 1-3) y 8 (JMM 1-4), seguidos 

por el ratón con el tumor 5 (DSF) (10 días después). Se inicia el tratamiento intraperitoneal (100 mg/kg 

peso/fármaco) con la evaluación de peso y toxicidad de los animales tres veces por semana. En la 

Figura 70 se observa como el tumor del ratón 6 (CNT) es el primero en alcanzar el criterio de punto 

final (1.500 mm3 de VT) con respecto a los demás tumores tratados, con una diferencia de 7 días con 

el tumor del ratón 8 (JMM 1-4) y  de 14 días con los tumores de los ratones 5 (DSF) y 7 (JMM 1-3); 

evidenciándose un menor efecto inhibitorio de estos fármacos en los tumores tratados respecto al 

control en este cultivo primario en comparación con los xenografts H1650, observándose como luego 

de lo que parecía una respuesta al tratamiento, dejan de responder a la terapia y se incrementa el 

crecimiento tumoral al punto de que el tumor tratado con JMM 1-3 alcanza a los 7 días criterio de 

punto final y a los 14 días lo hacen los tumores tratados con DSF y JMM 1-3. 
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Figura 70. Evolución del volumen tumoral en los xenoinjertos FIS343 tratados con el DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 
(100 mg/kg peso) respecto al control (CNT). 

 
En la Tabla 18 se resumen los porcentajes de reducción tumoral obtenidos en los 6 ratones 

tratados frente a su respectivo CNT, correspondiendo con el porcentaje de VT reducido al día de 

sacrificio del CNT de cada grupo.  

 
Tabla 18. Porcentaje de reducción tumoral en los ratones tratados respecto al CNT. 

Tumor  Volumen tumoral (mm3) Reducción tumoral (%)* 

H1650_CNT 3722,65   

H1650_DSF 651,91 82,49 

H1650_JMM 1-3 208,75 94,39 

H1650_JMM 1-4 792,09 78,72 

FIS343_CNT 1645,68   

FIS343_DSF 568,78 65,44 

FIS343_JMM 1-3 975,72 40,71 

FIS343_JMM 1-4 1020,00 38,02 

*Se corresponde con el porcentaje de VT reducido al día de sacrificio del CNT de cada grupo. 

 

Los ratones se pesaron antes de empezar los ensayos de tratamiento (pesando todos entre 20 y 

21 gramos) y durante su desarrollo, sin observarse cambio significativo del mismo, tal y como se 

demuestra en la Figura 71 que se corresponde con los pesos de los ratones con tumores FIS343. 
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Figura 71. Evolución semanal del peso de los ratones con tumores FIS343 durante los ensayos de tratamiento 
con DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4. 

 
Así mismo, lo ratones fueron vigilados tres veces por semana evaluando el aspecto físico: limpieza, 

pelaje, descarga nasal/ocular, palidez, cianosis, cambios pupilares, signos de deshidratación; signos 

clínicos mesurables: disnea (taquipnea), diarrea, anuria, poliuria y hematuria, hemorragias profusas, 

hipotermia, ascitis, presencia de masas, coma; comportamiento involuntario: cambios mínimos, 

aislamiento, hiperactividad o hipoactividad;  movilidad anormal o reducida, movimientos redirigidos, 

temblores musculares; Ataxia (imposibilidad de comer o beber), convulsiones, automutilaciones, 

postración, vocalizaciones no provocadas; Lesiones pequeñas, ulceras y lesiones extensas y/o 

sangrantes. Destacando el buen estado general de la mayoría de los ratones, sin presentar ninguna de 

estas alteraciones mencionadas; a excepción del ratón con el tumor 3 (H1650 - JMM 1-3) que presentó 

la úlcera cutánea de origen tumoral, considerándose criterio de punto final, siendo sacrificado el día 8 

del tratamiento. 

 
Resultados similares a los nuestros en el modelo in vivo han sido descritos en tumores subcutáneos 

inducidos con carcinoma esofágico de células escamosas, los ratones fueron tratados con DSF y 

posterior a 22 días de tratamiento estos tenían tumores significativamente más pequeños en 

comparación con los grupos tratados con cisplatino, no tratados y con vehículo; alcanzando 31,8% y 

50,8% de reducción tumoral respecto al grupo no tratado, a dosis de 30 mg/kg y 50 mg/kg 

respectivamente (261). En xenoinjertos de células de cáncer de próstata en ratones atimicos, también 

se ha confirmado el efecto antineoplásico del DSF, donde todos los grupos de tratamiento mostraron 

una reducción promedio de ~40% en el volumen tumoral en comparación con los ratones de control 

(262).  
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Datos que coinciden y ponen de manifiesto la capacidad de estos fármacos para principalmente 

ralentizar considerablemente el crecimiento tumoral, pudiendo servir como terapia de combinación 

con otros compuestos como la quimioterapia o terapia dirigida a dianas moleculares para incrementar 

el efecto antineoplásico y así poder inhibir el crecimiento tumoral con diferentes mecanismos de 

acción, principalmente inhibiendo las CMTs responsables de la resistencia al tratamiento convencional 

del CPNM. 

 
Una vez extraídos los tumores durante la eutanasia tras haber alcanzado el criterio de punto final, 

se midieron y se codificaron [Tumores inducidos con la línea celular H1650 (TR1-H1650=CNT, TR2-

H1650=DSF, TR3-H1650= JMM 1-3, TR4-H1650= JMM 1-4) y tumores inducidos con el cultivo primario 

FIS343 (TR5-FIS343=DSF, TR6-FIS343=CNT, TR7-FIS343= JMM 1-3, TR8-FIS343= JMM 1-4)] como se 

observa en la Figura 72, donde se aprecian mayores dimensiones en TR1-H1650 respecto a los tumores 

que recibieron tratamiento.  

 

 

Figura 72. Comparación de las dimensiones finales obtenidas de la medición de los tumores inducidos con las 
tumoresferas de la línea celular H1650. TR1-H1650=CNT; TR2-H1650=DSF; TR3-H1650= JMM 1-3; TR4-H1650= JMM 1-

4. 

 
Posteriormente, los tumores se fraccionaron en varios trozos para congelar en -80ºC y nitrógeno 

líquido, sembrar cultivos ex vivo para evaluar la formación de tumoresferas postratamiento y realizar 

análisis para posteriores tesis doctorales que involucran ensayos de expresión génica, estudios 
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histológicos e inmunohistoquímicos. Por ejemplo, se analizaron cortes de bloques de parafina con 

tinción de hematoxilina-eosina de los tumores inducidos con la línea celular H1650, donde el servicio 

de anatomía patológica ha reportado:  

 

• TR1-H1650: Necrosis tumoral extensa con areas de hemorragia, se observan células atípicas, de 

núcleo discretamente lateralizado, sin nucleolo evidente, con focal mucosecreción. Esta 

celularidad crece de forma desordenada, en sabana y en ausencia de estructuras glandulares 

(Figura 73). 

 

 
 

Figura 73. Tinción de hematoxilina-eosina en corte del tumor TR1-H1650 (CNT). 

 

• TR2-H1650: Se observa una tumoración extensamente necrosada, que presenta en la perifería 

grupos celulares que crecen en sabana y nidos, algunos delimitados por estroma de aspecto 

fibroso, con citoplasmas claros y nucleos discretamente polarizados de cromatina fina (Figura 74). 

 

 

Figura 74. Tinción de hematoxilina-eosina en corte del tumor TR2-H1650 (DSF). 
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• TR3-H1650: Se observa una tumoración extensamente necrosada, con grupos celulares que crecen 

en sabana y nidos, con citoplasmas claros y nucleos discretamente polarizados de cromatina fina, 

con presencia de algunos necleolos (Figura 75). 

 

 

Figura 75. Tinción de hematoxilina-eosina en corte del tumor TR3-H1650 (JMM 1-3). 

 

•  TR4-H1650: Se oberva una tumoración extensamente necrosada,  con grupos celulares que crecen 

en sabana y nidos, con presencia de alguna luz, con citoplasmas claros, vacuolizados y nucleos 

discretamente polarizados de cromatina fina con algunos nucleolos (Figura 76). 

 

 

Figura 76. Tinción de hematoxilina-eosina en corte del tumor TR4-H1650 (JMM 1-4). 
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6.3. CULTIVOS EX VIVO  

Para poder analizar el potencial del tumor una vez tratado, se procedió a su cultivo. De un trozo 

de cada tumor, siguiendo el protocolo explicado en materiales y métodos, se establecieron cultivos ex 

vivo en monocapa y en formación de esferas para evaluar el mantenimiento de la propiedad de célula 

madre para formar tumoresferas. Como se observa en la Figura 77, tanto en los cultivos de tumores 

inducidos con la línea celular H1650 (con los códigos TR1 – TR4) como en los inducidos con el cultivo 

primario FIS343 (con los códigos TR5 – TR8); posterior al tratamiento con los distintos fármacos (DSF, 

JMM 1-3, JMM 1-4) aún persisten células vivas con capacidad para formar esferas, pero en menor 

proporción y con estructuras menos definidas. 

 

 
Figura 77. Cultivos ex vivo en monocapa y en formación de esferas derivados de tumores inducidos con: A) 
Línea celular H1650 (con los códigos TR1-H1650 – TR4-H1650); B) Cultivo primario FIS343 (con los códigos TR5-
FIS343 – TR8-FIS343). 
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En resumen, del cribado farmacológico masivo de alto rendimiento con las quimiotecas Prestwick 

y Myria, se seleccionaron y validaron in vitro tres compuestos con estructura química similar 

identificados con mayor potencial citotóxico frente a las tumoresferas de CPNM (DSF, JMM 1-3 y JMM 

1-4). En cuanto a los posibles mecanismos de acción de estos fármacos, de acuerdo con los datos 

obtenidos, se demostró la inducción de apoptosis e inhibición de autorenovación mediante la 

activación de la vía ROS-p38 MAPK. Por otro lado, de acuerdo con el análisis de expresión génica, se 

ha identificado la posible inhibición de la actividad MMP relacionada con invasión y metástasis, al 

encontrar que JMM 1-3 y JMM 1-4 inhiben el gen MMP-9 en la línea celular H1650 (Figura 78). Todo 

esto, aunado a la validación in vivo de la citotoxicidad de estos fármacos, demostrada en los ensayos 

de tratamiento, con porcentajes significativos de reducción tumoral. 

 

 

Figura 78. Posibles mecanismos de acción de DSF, JMM 1-3 y JMM 1-4 a dosis de 10 µM, implicados en la 
inhibición de las tumoresferas de CPNM. 

 

Estos resultados demuestran la versatilidad que poseen estos fármacos para inhibir las 

tumoresferas con características de CMTs de CPNM in vitro/in vivo. Sin embargo; más estudios para 

terminar de comprender los mecanismos de acción de estos fármacos serán necesarios.
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1. Las tumoresferas establecidas a partir de cultivos en suspensión de líneas celulares y cultivos 

primarios de cáncer de pulmón no microcítico, son una plataforma óptima para el cribado 

farmacológico en la búsqueda de nuevas terapias. 

  
2. Las tumoresferas de pulmón, son más resistentes a agentes quimioterápicos empleados en la 

práctica clínica, tales como vinorelbina y pemetrexed; siendo una de las características que 

definen a las CMTs. El cribado masivo con las librerías Prestwick y Myria ha servido para 

seleccionar posibles compuestos tóxicos contra las tumoresferas.  

 
3. El resultado del cribado ha permitido seleccionar tres compuestos: el Disulfiram de la librería 

química Prestwick, SG124F6 (JMM 1-3) y SG124G6 (JMM 1-4) de la librería química Myria; 

identificados con mayor potencial citotóxico contra las tumoresferas de CPNM. 

 

4. La inducción de apoptosis mediante la activación de la vía de señalización ROS-p38 MAPK y la 

posible reducción de actividad MMP, relacionada con metástasis a distancia mediante la 

inhibición de MMP9, se han identificado como posibles mecanismos de acción de estos 

fármacos.  

 
5. El potencial efecto antineoplásico de los compuestos seleccionados ha sido demostrado en el 

modelo in vivo mediante la implantación de tumoresferas y el tratamiento secuencial en 

xenografts. 

 
6. EL empleo de tumoresferas como plataformas para el cribado farmacológico in vitro/in vivo ha 

permitido identificar nuevas terapias (Disulfiram, JMM 1-3 y JMM 1-4), con posible traslación 

a la práctica clínica como potenciales inhibidores de células madre tumorales de cáncer de 

pulmón no microcítico.    
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ANEXO 1. COMUNICACIONES A CONGRESOS DERIVADAS DE ESTE ESTUDIO 

 
A. 2018 ASCO Annual Meeting. 

 

New Generation of Cancer Stem Cells Inhibitors in Non-Small Cell Lung Cancer 

 
Background: Lung cancer is the commonest tumor worldwide of which the most frequent type is non-

small cell lung cancer (NSCLC) that represents a large proportion of cancer deaths and is characterized 

by low response treatment rates and poor overall prognosis. Cancer Stem Cells (CSCs) model proposes 

that drug resistance, tumor progression, metastasis and recurrence might be driven by this subset of 

cells, with increased expression of stemness-associated markers and the ability to self-renew and 

differentiate.  

Methods: Drug screening was performed by comparing tumorspheres and monolayer cells from 4 

resected NSCLC patients and 12 NSCLC cell lines, which were plated at the desired density in 200 μl of 

medium in 96-well plates. High-throughput screening was performed with two commercial chemical 

libraries (Prestwick and Myria). These compounds were added in three replicates per eight tested 

concentrations (from 0.01 to 50 uM). Cell viability was measured after 48 h (MTS Assay) and was 

normalized to the respective mock-treated control cells and presented as a percentage of the control. 

Based on this study three novel compounds were identified, namely compound A, B and C. Statistical 

analyses were considered significant at p<0.05. EC50 was calculated with GraphPad Prism 6. 

Subsequently, relative gene expression analysis was run by RT-qPCR in the tumorspheres treated with 

the three compounds. 

Results: CSC-markers, pluripotency genes and signalling pathways were characterized from the 

resected NSCLC patients’ tumor-tissue and cell lines-like tumor spheres to use them as an in vitro drug 

screening platform. The screening assay showed selective reduced cellular viability in lung 

tumorspheres when the three chemically related compounds were tested (p<0.05). This anti-

proliferative effect correlated with an earlier decrease in the expression of the CSC markers critical in 

lung tumorspheres, such as ALDH1A1, KLF4 and SOX2.  

Conclusions: These compounds could be a serious promising targeted therapy for lung CSCs as major 

CSC-markers inhibitors, including pluripotency genes and signalling pathways. Our findings suggest 

that these compounds can inhibit CSCs-like properties, as evidenced by the lung sphere assays and 

reveal a potential use for developing novel therapeutic approaches.  
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B. ESMO 2018 Congress. 

 

High-throughput screening of new drugs targeting lung CSCs 

 

Background: Non-small cell lung cancer (NSCLC), the most common subtype of lung cancer, is 
characterized by low response rates and a poor prognosis. The majority of patients are diagnosed in 
advanced stages, where chemotherapy remains the gold standard of treatment. However, the 
resistance has been associated to cancer stem cells (CSCs), a highly tumorigenic subpopulation of cells 
with the ability to grow as spheres in non-adherent conditions. The aim of this study was to discover 
novel therapeutic strategies through screening platforms in order to target CSCs population.  

Methods: High-throughput screening with commercial chemical libraries (Prestwick and Myria) was 

performed, comparing cytotoxic effect in monolayer cells vs. lung-tumorspheres derived from 8 

resected NSCLC patients and 11 NSCLC cell lines. Compounds were added per triplicates at different 

concentrations (0.01 to 50 µM). Cell viability was measured after 48h using MTS Assay. Consecutively, 

8 tumors were induced by inoculating resected NSCLC patient and H1650 lung-tumor-spheroids in 

NOD/SCID mice. Selected drugs were administered intraperitoneally (3 times a week, 100 mg/kg). 

Characterization of the inhibition pathway involved in the mechanism of action of these drugs was 

performed by RT-qPCR. 

Results: Three drugs of the commercial chemical libraries (DSF, Compound 1 and Compound 2) were 

identified with greater cytotoxic potential against lung tumorspheres, compared to a poor or null effect 

on monolayer cells. These results were validated in vivo, which demonstrated the capacity of these 

drugs to inhibit tumor growth in mice treated respect to the control (Table 1). We are currently 

characterizing the signaling pathways involved in the mechanism of action of these drugs. 

Conclusions: Our findings reveal that these drugs can inhibit CSCs like properties, as evidenced in the 

lung tumorspheres in vitro and in vivo assays. Therefore, these compounds could be a promising 

targeted therapy as potential inhibitors of lung CSCs. 
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C. Congreso SEOM 2018. 

 
Cribado de alto rendimiento y evaluación in vitro/in vivo de nuevos fármacos dirigidos a Células 

Madre del Cáncer de pulmón 

 
Introducción y Objetivos: El  cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) se caracteriza por bajas tasas 

de respuesta y mal pronóstico. La mayoría de los pacientes son diagnosticados en estadíos avanzados, 

donde la quimioterapia sigue siendo el estándar de tratamiento a pesar de los avances producidos en 

estos últimos años. Las resistencias  se han asociado a las Células Madre Tumorales (CMTs), una 

subpoblación altamente tumorigénica, con propiedades de auto renovación y con la capacidad de 

crecer en formación esferoide en condiciones de no adherencia. El objetivo de este estudio es 

descubrir nuevas estrategias terapéuticas frente a las CMTs de pulmón a través de plataformas de 

cribado. 

Materiales y Métodos: Se realizó un cribado con quimiotecas comerciales (Prestwick y Myria), 

comparando el efecto citotóxico en células en monocapa frente a las tumoresferas de 8  pacientes con 

CPNM resecados  y 11 líneas celulares de CPNM. Los compuestos se analizaron por triplicado en tres 

experimentos independientes a diferentes concentraciones (0,01 a 50μM). Consecutivamente, se 

indujeron 8 tumores en ratones NOD/SCID mediante la inoculación de tumoresferas derivadas de un 

paciente con CPNM y de la línea H1650. Los fármacos seleccionados se administraron por vía 

intraperitoneal (3 veces por semana, 100 mg/kg). En estos momentos se estan caracterizando la vías 

implicadas en la inhibición de las CTMs de estos fármacos mediante análisis de expresión génica. 

Resultados: Se identificaron 3 fármacos (DSF, Compuesto 1 y Compuesto 2) con mayor efecto 

citotóxico contra las tumoresferas, en comparación con un efecto pobre o nulo sobre las células en 

monocapa. Estos resultados se validaron in vivo, demostrando la capacidad de estos fármacos para 

inhibir el crecimiento tumoral en ratones tratados con respecto al control (Tabla 1). Actualmente se 

están analizando las vías de señalización involucradas en el mecanismo de acción de estos fármacos. 

Conclusión: Nuestros hallazgos in vitro e in vivo revelan que los presentes fármacos pueden inhibir las 

propiedades de las CMTs de pulmón. Por lo tanto, podrían ser una potencial terapia dirigida frente a 

la subpoblación de CMTs. 
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D. 16th ASEICA INTERNATIONAL CONGRESS (2018). 

 
Lung- tumorspheres as an effective in vitro and in vivo platform for screening anti-cancer stem cell 

drugs 

 
Introduction: Non-small cell lung cancer (NSCLC) in most patients is diagnosed in advanced stages, 

where chemotherapy continues to be one of the treatment standards, and despite the advances made 

in recent years, the response rates to the treatments are low and progressions occur in a large 

percentage of patients. Resistances have been associated with a minority population of extremely 

tumorigenic cells, with self-renewing properties and with the ability to grow in spheroid formation in 

non-adherent conditions, called Cancer Stem Cells (CSCs).  

Objective: The main aim of this study is to discover new therapeutic strategies against lung CSCs 

through screening platforms. 

Methodology: In vitro screening was performed with commercial libraries (Prestwick and Myria), 

comparing the cytotoxic effect of the compounds on monolayer cells against tumorspheres 

(formations enriched in CSCs) of 7 patients with resected NSCLC and 11 NSCLC cell lines. The 

compounds were analyzed in triplicate in three independent experiments at different concentrations 

(0.01 μM to 50 μM). Sequentially, 8 tumors were induced in NOD / SCID mice by inoculating tumors 

derived from a patient with NSCLC (FIS-343) and the H1650 line. The selected drugs were administered 

intraperitoneally (3 times per week, 100 mg / kg). 

Results: Three drugs (DSF, JMM 1-3 and JMM 1-4) were identified with greater cytotoxic effect 

potential against lung tumorspheres, compared to a poor or null effect on monolayer cells (Figure 1). 

These results were validated in vivo, demonstrating the capacity of these drugs to inhibit tumor growth 

in mice treated respect to the control (Table 1). 

Conclusions: Our findings reveal that these drugs can inhibit the formation and viability of lung-

tumorspheres and the tumor growth in mice, as evidenced in vitro and in vivo assays. Therefore, these 

compounds could be a promising targeted therapy as potential inhibitors of lung-CSCs. 
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E. I Encuentro de Jóvenes Investigadores de CIBERONC / Jornadas de formación CIBERONC – CIBERES 

2018. 

 
Lung- tumorspheres as an effective in vitro and in vivo platform for screening anti-cancer stem cell 

drugs. 

Introduction: Lung cancer is the leading cause of cancer-related mortality around the world.  Non-

small cell lung cancer (NSCLC), the most common subtype of lung cancer, is characterized by low 

response treatment rates and a poor overall prognosis. The most of patients are diagnosed in advanced 

stages, where chemotherapy remains the insufficient gold standard of treatment. However, the drug 

resistance, tumor progression, and metastasis has been associated to cancer stem cells (CSCs), a highly 

tumorigenic subpopulation of cells with the ability to grow as spheres in non-adherent conditions and 

the ability to self-renew and differentiate. 

Methods: Drug screening was performed comparing cytotoxic effect in monolayer cells and lung-

tumorspheres derived from 7 resected NSCLC patients and 11 NSCLC cell lines, which were plated at 

the desired density in 200μl of medium in 96-well plates. High-throughput screening was performed 

with two commercial chemical libraries (Prestwick and Myria). These compounds were added per 

triplicates at different concentrations (0.01 to 50 µM). Cell viability was measured after 48h using MTS 

Assay, normalized to the respective mock-treated control cells. EC50 was calculated using GraphPad 

Prism 6. Afterwards, 8 tumors were induced by inoculating resected NSCLC patient and H1650 lung-

tumorspheres in NOD/SCID mice. Selected drugs were administered intraperitoneally (3 times per 

week, 100 mg/kg). 

Conclusions: This study has allowed the identification of three novel drugs of the commercial chemical 

libraries [Disulfiram (DSF), Compound 1 (COMP1) and Compound 2 (COMP2)] with greater cytotoxic 

potential against lung-tumorspheres, as compared to a poor or null effect on monolayer cells. These 

results were validated in vivo, which demonstrated the capacity of these drugs to inhibit tumor growth 

in mice treated respect to the control (Table 1). In conclusion, our findings reveal that these drugs can 

inhibit the formation and viability of lung-tumorspheres and the tumor growth in mice, as evidenced 

in vitro and in vivo assays. Therefore, these compounds could be a promising targeted therapy as 

potential inhibitors of lung-CSCs.  
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DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO 
 
DONANTE: __________________________________________________________________ 
 
 
ACERCA DE LA DONACIÓN VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLÓGICAS PARA LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN BIOMÉDICA 
OBTENIDAS EN EL CURSO DE PROCEDIMIENTOS QUIRÚRGICOS, TERAPÉUTICOS O DIAGNÓSTICOS. 
 
 

LÍNEA DE INVESTIGACIÓN Oncología Molecular 
INVESTIGADOR PRINCIPAL Dr. Carlos Camps   
CENTRO Servicio de Oncología Médica (SOM) del Consorcio Hospital General Universitario de 

Valencia (CHGUV) y Laboratorio de Oncología Molecular de la Fundación para la 
Investigación del Hospital General Universitario de Valencia (FIHGUV) 

EQUIPO INVESTIGADOR Facultativos del SOM, personal de la Unidad de Investigación Clínica del SOM, y del 
laboratorio de Oncología Molecular, miembros de los servicios quirúrgicos 
involucrados (Cirugía Torácica, Cirugía General), facultativos del servicio de Anatomía 
Patológica. 

 
 
1. DESCRIPCIÓN GENERAL: La línea de investigación de “Oncología Molecular”  centra sus esfuerzos en la 
comprensión de la patogénesis de los eventos genéticos y moleculares implicados en el origen y la progresión del 
cáncer. Uno de los aspectos de mayor interés en esta línea de investigación es la búsqueda de biomarcadores que 
puedan ser usados en la clínica y ayuden a la individualización del tratamiento del cáncer. 
PROPÓSITO DE LA LINEA DE INVESTIGACIÓN: Analizar en diferentes tipos de muestras, factores que puedan ser 
importantes en el diagnóstico, pronóstico y en la respuesta del cáncer a los tratamientos empleados, así como en la 
aparición de efectos tóxicos asociados a dichos tratamientos.  Si bien la constitución genética de los seres humanos es 
muy similar, existen pequeñas diferencias entre las personas que, en algunos casos podrían asociarse con el desarrollo 
o evolución de diferentes enfermedades. Por otra parte, los tumores también presentan diferencias a nivel genético 
que necesitan seguir siendo estudiadas. Por lo tanto, para poder llevar a cabo esta línea de investigación, es necesario 
disponer de muestras biológicas para poder realizar estos estudios genéticos. También es necesario recoger datos 
sobre su historial médico para obtener información que pudiera tener relevancia para nuestros estudios. 
 
 
2. IDENTIFICACIÓN Y DESCRIPCIÓN DEL PROCEDIMIENTO: Durante la intervención quirúrgica o la prueba diagnóstica 
a la que va a ser sometido en las instalaciones del CHGUV se tomarán muestras de sus tejidos y/o sangre. El 
procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente una  parte de la  muestra biológica sobrante de 
la intervención o prueba a una colección de muestras que se usará con fines de investigación biomédica, sin que esto 
suponga ningún riesgo añadido para su salud ni comprometa el correcto diagnóstico y tratamiento de su enfermedad. 
También es posible que le recojamos muestras biológicas que no requieran un procedimiento invasivo, como orina 
heces, saliva etc. o que el procedimiento de obtención sea mínimamente invasivo como una extracción de sangre  
Las muestras que done se almacenarán en una colección de muestras que corresponden a una Línea de Investigación 
sobre Oncología Molecular, que se encuentra en las instalaciones de la FIHGUV y que cumple con los requerimientos 
establecidos en la normativa vigente. 
Sus muestras solo podrán ser utilizadas en proyectos de investigación avalados científicamente y que hayan sido 
evaluados y aprobados por el CEIC, en los que participen miembros del equipo investigador  que forma parte de esta 
línea de investigación.  
  
 
3. OBJETIVO: El Centro Sanitario en el que usted está siendo atendido/tratado, dispone de investigadores que desean 
recoger y almacenar sus muestras biológicas para poder realizar proyectos de investigación biomédica en el área de la 
Oncología. Los resultados de dichos proyectos de investigación pueden derivar en el descubrimiento de nuevos 
métodos para el mejor diagnóstico, pronóstico y tratamientos. 
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4. BENEFICIOS ESPERADOS: Por su participación no percibirá ninguna compensación económica o de otro tipo por las 
muestras donadas. Sin embargo, si las intervenciones que se pudieran realizar tuvieran éxito, podrían ayudar en el 
futuro a pacientes que tienen la misma enfermedad o padecen otras enfermedades similares. 
Las muestras de los tejidos y/o sangre no serán vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales. 
La donación de muestras no impedirá que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que estén disponibles, 
cuando por razones de salud puedan ser necesarias. 
 
 
5. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU REALIZACIÓN: Sólo si usted lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser 
contactado en el futuro para completar o actualizar la información con la que contamos relacionada con su 
enfermedad. 
Es posible, que los estudios realizados sobres sus muestras aporten información relevante para su salud o la de sus 
familiares. Tiene derecho tanto a ser informado como a que no se le informe de los datos obtenidos en la 
investigación. A estos efectos se entenderá que no desea recibir tal información salvo que manifieste lo contrario, 
utilizando para ello el formulario que  y se adjunta al presente documento.  
  
 
6. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACIÓN Y DERECHO DE REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO. La 
decisión de donar muestras biológicas es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a donarlas e incluso pudiendo 
revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicación y sin que ello tenga ninguna 
repercusión en la atención médica que recibe en el Centro. 
Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan utilizado en la 
investigación, será destruida o anonimizada. Tales efectos, no se extenderán a los datos resultantes de las 
investigaciones que ya se han llevado a cabo una vez haya revocado su consentimiento. 
 
 
7. RIESGOS. El procedimiento que se le propone no supone ningún riesgo añadido para su salud ni compromete el 
correcto diagnóstico y tratamiento de su enfermedad, puesto que se trata de muestras sobrantes de la intervención, 
muestras invasivas obtenidas durante los procedimientos de diagnóstico, o muestras de  sangre extra que se han 
obtenido para ser utilizadas en investigación. En este último caso, la extracción de sangre, apenas tiene efectos 
secundarios, lo más frecuente es la aparición de pequeños hematomas en la zona de punción que desaparecen 
transcurridos 1 o 2 días. En el caso de las muestras que requieren procedimientos más complejos o invasivos,  estos 
sólo se realizarán si forman parte del procedimiento habitual que debe realizarse para su correcto diagnóstico o 
tratamiento de su enfermedad. 
 
 
8. PROTECCIÓN DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD. Sus datos personales y de salud serán incorporados y 
tratados en una base de datos de la que es responsable el Investigador del Proyecto, que debe estar inscripta en un 
registro nacional dependiente del Instituto de Salud Carlos III y que debe cumplir con todos los requisitos legales. Sólo  
el INVESTIGADOR RESPONSABLE podrá relacionar estos datos con usted, siendo responsable de custodiar el 
documento de consentimiento y de  garantizar  el cumplimiento de su voluntad en relación al uso de la muestra 
biológica que usted cede para investigación. La información será procesada durante el análisis de los datos obtenidos 
y aparecerá en los informes y/o  memorias de los proyectos derivados de la Línea de Investigación, aunque en ningún 
caso será posible identificarle, asegurando en todo momento el  cumplimiento de la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de 
diciembre, de Protección de Datos de Carácter Personal. 
La cesión de muestras así como de la información contenida en las bases de datos vinculadas a las mismas, solo se 
realizará si forman parte de la línea de investigación en la cual participan miembros del equipo investigador, 
realizándose un procedimiento de codificación previo, que consiste en desligar la información que le identifica 
sustituyéndola por un código. 
Asimismo, el titular de los datos personales podrá ejercitar los derechos de acceso, rectificación, cancelación y 
oposición al tratamiento de datos de carácter personal, incluir alguna restricción sobre el uso de sus muestras, y  
ejercer los derechos de revocación del consentimiento (en este último caso, conforme al formulario que figura en el 
apartado 11) en los términos previstos en la normativa aplicable, dirigiendo al titular del centro el escrito 
correspondiente firmado por Ud. y copia de un documento acreditativo de su identidad.  
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9. DESTINO DE LAS MUESTRAS TRAS FINALIZACION DE LA LÍNEA DE INVESTIGACION. En el supuesto de finalización 
de la línea de investigación, es posible que existan muestras sobrantes. En relación a las mismas, se le ofrecen las 
siguientes opciones: a) la destrucción de la muestra sobrante, b) su utilización en otros proyectos de investigación 
biomédica, para lo cual, se le ofrece la opción de donar la muestra excedente al Biobanco del CHGUV  (en el siguiente 
apartado le explicamos de manera resumida en que consiste un biobanco y cuáles son sus objetivos). En este caso, 
deberá marcar esta opción en el consentimiento incluido en este documento. En dicho consentimiento usted podrá 
escoger si desea que esta donación se haga codificada de forma que usted pueda conocer si lo desea los resultados de 
las investigaciones que se lleven a cabo, o anonimizada, si usted prefiere que nunca nadie pueda recobrar la relación 
entre sus muestras y su persona. 
 
 
10. BIOBANCO. DEFINICIÓN Y OBJETIVOS.  El Biobanco  del CHGUV  es un establecimiento público, sin ánimo de lucro, 
que acoge una colección  organizada de muestras biológicas. Estas muestras almacenadas en el biobanco, tienen por 
finalidad ser utilizadas en proyectos de investigación biomédica que hayan sido aprobados por los comités ético y 
científico a los que esté adscrito el biobanco. Los resultados de las investigaciones realizadas con estas muestras 
pueden derivar en el descubrimiento de nuevos métodos para el mejor diagnóstico de las enfermedades o en nuevas 
formas de tratamientos de las mismas. Sus muestras seguirán almacenadas en el biobanco hasta el fin de las 
existencias si no existe una revocación del presente consentimiento.  
 

 
  

53875217V
Sello

53875217V
Sello
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11. DECLARACIONES Y FIRMAS. 
 
Declaración del donante:  
 
D./Dña  ____________________________________________, de  ____ años de edad, con domicilio en 
_________________________________________________________________,DNI __________________ y nº de SIP 
_____________________ 
 
 
D./Dña  ____________________________________________, de  ____ años de edad, con domicilio en 
___________________________________________________________________, DNI _____________ en calidad de 
representante (en caso de minoría legal o incapacidad) del paciente   ________________________________, con DNI 
_______________  y nº de SIP _____________________ 
 
 
DECLARO 
Que he sido informado por el profesional de salud abajo firmante: 
 Sobre las ventajas e inconvenientes del procedimiento 
 Sobre el lugar de obtención, almacenamiento y proceso que sufrirán los datos personales y las muestras. 
 Que mis muestras y datos personales serán tratados de acuerdo a la legislación vigente. 
 Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la eliminación o anonimización de todos mis datos 

personales y muestras que permanezcan almacenadas. Esta eliminación no se extendería a los datos resultantes de las 
investigaciones que ya se hubieran llevado a cabo 

 Que en cualquier momento, yo, mi representante legal, o tutor, de conformidad con lo establecido en el artículo 4, punto 5 de 
la Ley 14/2007, de 3 de Julio, puedo solicitar información sobre los datos que se obtengan a partir del análisis de las muestras 
donadas. 

 Que he comprendido la información recibida y he podido formular todas las preguntas que he creído oportunas 
 
 
 
CONSIENTO 
 Que el CHGUV  y la FIHGUV, a través de los miembros del equipo investigador de la Línea de Investigación: “Oncología 

Molecular”,  utilicen mis datos y las muestras, incluyendo la información sobre mi salud, para investigaciones biomédicas 
dentro del marco de la línea de investigación antes mencionada, manteniendo siempre la confidencialidad de mis datos. 

 Libre y voluntariamente en la donación voluntaria de: (márquese con una cruz lo que proceda) 
� Mis tejidos excedentes             � Muestra de heces, orina o saliva 
� Muestra de sangre  � Muestras obtenidas en procedimientos  que sean necesario para el             

diagnóstico) 
 Yo, mi representante legal o tutor, accedo (márquese sí o no) a que los miembros del equipo investigador puedan contactarme 

en el futuro en el caso de que se estime oportuno añadir nuevos datos a los recogidos. 
� Si 
� No 

 
 Que en el supuesto de finalización de la línea de investigación, mis muestras sean (márquese con una cruz lo que proceda)  

� destruidas   
� cedidas al  Biobanco  del CHGUV y anonimizadas 
� cedidas al Biobanco del CHGUV  codificada, junto a los datos clínicos asociados. 

 
D. Dña : _____________________________________________    FIRMA: ______________________________________ 
 
En ___________________________, a ______ de ________________ de 20_____ 
 
 
DECLARACIÓN DEL PROFESIONAL DE SALUD: 
He informado debidamente al donante: 
 
Nombre facultativo: _____________________________________  DNI _________________ Colegiado Nº___________ 
 
FIRMA : ___________________________________  
 
En __________________________________, a ______ de _______________________ de 20_____ 
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12. REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO. 
 

Yo, D./Dña  ____________________________________________, con DNI  ______________ revoco el 
consentimiento prestado en fecha ________ de _______ de 20_______ y no deseo proseguir la donación 
voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada. 
 
 
Fdo:___________________________________________ 
 
En ____________________________, a _________de ______________de 20_________  

 
 
 

Yo, D./Dña  ____________________________________________, con DNI  _______________ como 
representante legal de D./ Dña ____________________________________________, con DNI 
_____________ revoco el consentimiento prestado en fecha _____ de ___________ de 20____ y no 
deseo proseguir la donación voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada. 
 
 
Fdo:___________________________________________ 
 
En ____________________________, a _________de ______________de 20_________  
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SOLICITUD DE INFORMACION DE DATOS O RESULTADOS DERIVADOS DE LAS INVESTIGACIONES 
 
 

 
 

 
PACIENTE: __________________________________________________________ 
 
 
 

D./Dña  ____________________________________________, de  ____ años de edad, con domicilio en 
___________________________________________________________________,DNI ________________ 
y nº de SIP _____________________ 
 
 
 
D./Dña  ____________________________________________, de  ____ años de edad, con domicilio en 
___________________________________________________________________, DNI 
___________________ en calidad de representante (en caso de minoría legal o incapacidad) del paciente 
_______________________________________, con DNI _____________ y nº de SIP _________________ 
 
 

 
SOLICITO 

 
Ser informado/a del resultado de las investigaciones realizadas con la/las muestra/s donada/s de manera voluntaria 
en fecha _______ de _________________ de 20______ si éstas afectan a mi salud o a la de mi representado. 
 
 
 
Fdo.: __________________________________________________________  
 
 
   

En __________________________, a ________________ de ________________ de 20_____ 
 
 
 
 

LÍNEA DE INVESTIGACIÓN Oncología Molecular 
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FORMULARIO DE EVALUACIÓN ÉTICA DE UN PROYECTO DE
INVESTIGACIÓN/DOCENCIA CON ANIMALES

Título del proyecto:

Código de referencia (CEEA):

DIRECTRICES ÉTICAS A SEGUIR EN LA INVESTIGACIÓN CON ANIMALES

Es sumamente importante que todos los investigadores que vayan a utilizar animales para
sus investigaciones o prácticas docentes dediquen especial atención a:

 Revisar sus procedimientos y evaluar su idoneidad con respecto a los objetivos del
estudio.

 Estudiar y considerar posibles estrategias alternativas a la utilización de animales y
garantizar que los objetivos no pueden ser alcanzados por dichos procedimientos.

 Utilizar el menor número de animales posibles para la consecución de los objetivos,
consultando a este respecto a expertos en estadística si fuera necesario.

 Velar para que los animales no sufran innecesariamente y proporcionarles, cuando sea
necesario, analgésicos, anestésicos y otras sustancias apropiadas.

 Controlar que los métodos eutanásicos empleados sean adecuados a la especie de
acuerdo con la normativa vigente.

 Controlar que el personal que participa en los procedimientos esté acreditado y
entrenado para desempeñar las tareas que les corresponda.

A. DATOS GENERALES DEL PROYECTO.
1. Personal implicado.
1.1. Investigador Principal (IP):

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Institución

Centro/Instituto/Departamento

Calle Población/Provincia Código Postal

Teléfono Fax Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar Ninguna

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

Fines del proyecto:
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1.2. Investigador Responsable del Diseño de los Procedimientos en Animales (IRDPA):
 Cumplimentar si el IP y el IRDPA son personas distintas.

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Institución

Centro/Instituto/Departamento

Calle Población/Provincia Código Postal

Teléfono Fax Correo electrónico

Obtención homologación Categoría C según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

1.3. Datos de otros investigadores/experimentadores:
 Puede realizar variaciones de personal durante el periodo de aprobación del proyecto (5

años) modificando este apartado y renviando su solicitud. El personal debe cumplir los
requisitos de formación contemplados en el artículo 15 del RD 53/2013 (goo.gl/X8Yg7).
NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Teléfono Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar 

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Teléfono Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar 

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Teléfono Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar 

http://goo.gl/X8Yg7
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Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Teléfono Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar 

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Teléfono Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar 

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Teléfono Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar 

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:

NIF/ Pasaporte Nombre y apellidos

Teléfono Correo electrónico

Categoría según el Real Decreto 53/2013; BOE 8 de febrero de 2013

B. Experimentador C. Director procedimientos D. Resp. bienestar 

2. Cronología y lugar de realización.
2.1. El procedimiento propuesto se utilizará para: Docencia Investigación

Fecha presentación (dd/mm/aa):
Fecha prevista de inicio del procedimiento (dd/mm/aa):
Fecha prevista de finalización (dd/mm/aa):
Duración del procedimiento (en meses):

Autoridad competente que expide la acreditación:
Fecha:
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2.2. Si su proyecto o alguno de los procedimientos que incluye ya han sido evaluados por este comité
indique el código que le fue asignado a dicho proyecto/procedimiento(s) y la fecha:

2.3. Lugar de realización del proyecto (debe tenerse en cuenta la disponibilidad de las instalaciones del
centro para su efectiva realización):

3. Necesidad de autorización expresa.
 Cumplimentar solo si en el proyecto concurre alguna de las siguientes condiciones:

Utilización de animales de las especies incluidas en el anexo I del RD 53/2013 que no hayan nacido ni
hayan sido expresamente criados en centros oficialmente reconocidos
Utilización de animales de las especies no incluidas en el anexo I del RD 53/2013 que no procedan de 
centros de cría o suministro
Ejecución de procedimientos fuera de los centros usuarios
Algún animal será dado en adopción, realojado o devuelto a un hábitat, explotación u otro medio
adecuado para la especie de que se trate
Uso de animales de las especies amenazadas incluidas en el anexo A del Reglamento (CE) nº 338/97,
del Consejo, de 9 de diciembre de 1996, relativo a la protección de especies de la fauna y flora
silvestres mediante el control de su comercio, que no estén contemplados en los supuestos del artículo
7 de dicho Reglamento
Uso de animales capturados en la naturaleza
Uso de animales asilvestrados o animales vagabundos de especies domésticas
Uso de primates no humanos
El procedimiento conlleva dolor, sufrimiento o angustia severos para los animales y es probable que
dichos efectos sean duraderos y no puedan ser aliviados

B. OBJETIVOS Y JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO.
4. Objetivos científicos del proyecto.
4.1. Tipo de proyecto según el artículo 31 del RD 53/2013, página 11383 (goo.gl/X8Yg7)

Tipo I Tipo II Tipo III

4.2. Objetivos:
 Describa clara y concisamente los principales objetivos que se pretenden alcanzar. Indique qué desea

alcanzar, descubrir, establecer o producir realizando este proyecto. Los objetivos deben ser específicos
de este proyecto, realistas, alcanzables y carentes de ambigüedad.

Sección de producción animal SCSIE (Campus de Burjassot)
Animalario Unidad Central de Investigación (Facultat de Medicina i Odontologia) 
Planta de acuarios SCSIE
Animalario Facultat de Psicologia

http://goo.gl/X8Yg7
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4.3. Beneficios, valor docente o interés público:
 Describa cuáles son los beneficios científicos esperados, el valor docente o, en su caso, el interés

público de su proyecto. Si se trata de una actividad docente, debe indicarse el tipo de docencia
(grado, postgrado, etc.), el tipo de materia (troncal, obligatoria, optativa) y el número de estudiantes
previsto.

4.4. ¿Debe experimentar con animales por imposición legal o reglamentaria? Sí No

4.5. Enumere hasta un máximo de cinco referencias clave y/o guías regulatorias que apoyen la 
necesidad del trabajoy/o los beneficios enumerados anteriormente y referencias relevantes para 
cualquier modelo animalespecífico propuesto en su plan de trabajo:

Isaac
Subrayar
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5. Resumen de procedimientos.
 El Comité de Ética debe aprobar un proyecto basado en procedimientos experimentales en animales

concretos.
 El término procedimiento se usa para describir una o varias técnicas reguladas para un objetivo

experimental o científico particular aplicadas a un animal de experimentación (e.g. estudio
farmacocinético, intervención quirúrgica, inducción de tumores, alimentación con dietas modificadas,
ensayos de toxicidad, de vacunas, etc). En la mayoría de los casos un procedimiento englobará todas
las técnicas reguladas aplicadas al animal hasta que es sacrificado o retirado del estudio.
Dependiendo de la complejidad de su estudio, el proyecto puede incluir uno o varios procedimientos.

 Para clasificar la severidad de los procedimientos consulte el Real Decreto 53/2013 (goo.gl/X8Yg7),
por el que se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en
experimentación y otros fines científicos, incluyendo la docencia.

Procedimiento
Número

Título abreviado Especie animal Número de
animales

Severidad*

* Sin recuperación, leve, moderada o severa (consulte el Anexo IX del RD 53/2013).

6. Etapas del plan de trabajo.
 Describa esquemáticamente las etapas del plan de trabajo e indique claramente cómo cada

procedimiento (identificado por el número asignado en el apartado anterior) será usado para
alcanzar los objetivos. Cuando pueda añadir claridad, ilustre los pasos del plan usando un diagrama
de flujo o mapa de procesos.

http://goo.gl/X8Yg7


7 Comité de Ética de Experimentación Animal
Vicerrectorado de Investigación Rev. junio 2016

7. Aplicación de métodos para reemplazar, reducir y refinar el uso de animales en
procedimientos (3 Rs). 

7.1. Reemplazo:
 ¿Por qué no es posible alcanzar los objetivos de su proyecto sin usar animales?
 ¿Qué alternativas ha considerado y por qué no son posibles?

7.2. Reducción:
 ¿Ha comprobado si el estudio propuesto ya se haya realizado previamente?
 ¿Qué medidas se han tomado o se tomarán para asegurar que se utiliza el menor número posible de

animales?

7.3. Refinamiento:
 Explique las medidas adoptadas (cría, alojamiento, cuidados y utilización) para eliminar o reducir al

mínimo cualquier posible dolor, sufrimiento, angustia o daño duradero a los animales.
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7.4. Justifique su elección de especie(s), cepa(s) o raza(s), modelo(s) y método(s). Explique por qué son los
más adecuados para sus objetivos.

 Indique los motivos de esta elección citando, si fuese posible, alguna publicación representativa.
 Si utiliza fauna silvestre, indique el número del permiso que autoriza su captura, periodo de vigencia y

entidad emisora.

7.6. ¿Ha utilizado este tipo de animales previamente en otros proyectos? Sí No
 Si ha respondido Sí, especifique en cuáles (referencia del proyecto y/o publicaciones a que diera lugar)

e indique el código de identificación y la fecha del procedimiento aprobado en su momento por el
Comité de Ética.

7.7. Indique si, tras su utilización experimental, el animal va a poder tener algún otro aprovechamiento
por otras unidades del centro (sangre, órganos, etc.).

8. Condiciones de alojamiento, zootécnicas y de cuidado de los animales.
 Defina las condiciones de estabulación de los animales, indicando si hay alguna variación notable

respecto a las condiciones de alojamiento y cuidado del resto de animales de la misma especie
alojados en la instalación. Ejemplos de variaciones: cambios del ciclo de luz, estabulación en jaulas
metabólicas, necesidades de climatización diferentes, alojamiento de los animales individualmente,
etc.

7.5. Para cualquier procedimiento clasificado como severo provea una justificación específica:
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 Los animales serán estabulados según las recomendaciones de la Directiva 63/2010

 Las condiciones de alojamiento difieren de las recomendaciones; especificar:

Condiciones de alojamiento

Aislamiento Si
No

Duración y justificación (solamente en caso de aislamiento):

Método físico de contención (jaula
metabólica, cepo…):

Duración: Justificación:

Especificar métodos específicos de manejo (si los hubiera para animales de este procedimiento)

Modificación de cualquier parámetro medioambiental del animal (si se requiere)
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C. PROCEDIMIENTOS.1

PROCEDIMIENTO NÚMERO:

9. Datos generales.
Título:
Especie/s animal/es:
Cepa/raza:
Sexo:
Severidad*:
*Consulte el Anexo IX del RD 53/2013 (goo.gl/X8Yg7).

10. Metodología del procedimiento.
10.1. Describa brevemente y de forma secuencial las manipulaciones a las que serán sometidos los

animales experimentales:

1 IMPORTANTE: si su proyecto comprende más de un procedimiento (enumerados en el apartado 5)
debe cumplimentar el apartado C tantas veces como sea necesario (una por cada procedimiento).

http://goo.gl/X8Yg7
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11. Tamaño muestral total y, si procede, tamaño muestral por grupos
experimentales, incluyendo los controles.

 El número de animales utilizados debe ser el mínimo indispensable para llegar a conclusiones
científicamente válidas en relación con los objetivos del proyecto.

zz Tamaño muestral total (obviamente, debería coincidir con el sumatorio de los tamaños muestrales de los grupos
experimentales y de control):

N =

12. Diseño experimental y cálculo de tamaños muestrales.
12.1. Diseño experimental. La aleatorización (i.e. la asignación de animales a los grupos experimentales o

control de manera aleatoria) y el diseño ciego (i.e. el investigador responsable de la toma de datos
desconoce el tratamiento aplicado a cada sujeto experimental) se consideran elementos muy
importantes del diseño experimental. Si su diseño no incorpora alguno de estos dos elementos,
justifique los motivos.

12.2. Tamaños muestrales. Indique a cuál de las siguientes descripciones mejor se ajusta su
procedimiento:
Docencia.
Producción de anticuerpos u obtención de tejidos.
Cría para mantenimiento de una colonia de animales experimentales.
Estudio piloto.
Estudio que requiere el uso de análisis de estadística inferencial.

12.3. Si su procedimiento exige el uso de estadística inferencial (última casilla del apartado anterior) debe
justificar los tamaños muestrales propuestos en el apartado 11 mediante un cálculo formal del
tamaño muestral necesario teniendo en cuenta el tamaño del efecto esperado y la variabilidad
intrínseca en el sistema de estudio, para lo cual debe rellenar el siguiente cuadro:

Grupos experimentales: indíquese el número de animales por grupo y composición (sexo, edad/peso). Añada
tantos grupos como sea necesario.
n1 =
n2 =
n3 =
n4 =
n5 =
n6 =
n7 =
n8 =
n9 =
n10 =
n11 =
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Tipo de análisis estadístico y test elegido

Nivel de significación (e.g. 0.05)
Potencia (e.g. 0.8)
Tamaño del efecto mínimo a detectar
Justificación del efecto mínimo a
detectar (e.g. experimentos piloto,
experimentos previos, trabajos
publicados, etc.)

Cálculo del tamaño muestral

(Indicar el protocolo del programa 
utilizado o el output de los resultados 
que proporciona el programa 
estadístico - e.g. pestaña protocolo en 
Gpower)

 Para más información sobre cómo realizar el cálculo del tamaño muestral puede consultar la
información disponible en la dirección: link

 Si no dispone de suficiente información para realizar un cálculo formal del tamaño muestral
necesario, se recomienda llevar a cabo un estudio piloto con un número reducido de animales.

13. Duración del procedimiento.
13.1. Debe indicarse el tiempo entre la primera y la última utilización (sacrificio) de CADA animal. No

confundir con la duración total del estudio o proyecto, si se realiza de forma escalonada.

14. Ayuno.
14.1. ¿Se someterá a los animales a un periodo de ayuno forzoso? Sí No
 Si ha respondido Sí, debe rellenar el siguiente cuadro (en las casillas correspondientes a alimento y agua, ponga

sí o no):
Fase Alimento Agua Hora Inicio Hora Final Duración (horas)

14.2. Indique los motivos por lo que se considera necesario el ayuno:
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15. Administración de productos.
15.1. ¿Administrará algún producto a los animales (excepto anestésicos y analgésicos)? Sí No
 Véase goo.gl/5sG1M.
 Si ha respondido Sí, debe rellenar el siguiente cuadro:

Producto* Vía Volumen (ml)     Diámetro aguja (G) Concentración
(mg/ml)

*Utilizar el nombre genérico, no el comercial.

15.2. ¿Alguno de los productos administrados supone un riesgo para la salud humana (citotóxico, riesgo 
biológico, etc.) o para el medio ambiente?

No
Sí. Debe presentar junto a este informe  la autorización del Comité de Bioseguridad.

16. Anestesia y analgesia.
16.1. ¿Está previsto aplicar anestesia en alguna fase del procedimiento?

No. En ningún momento debido a que el procedimiento no lo requiere.
No. Es incompatible con el procedimiento (solicitar autorización previa).
Sí. Debe rellenar el siguiente cuadro:

Fase Producto* Vía Dosis
(mg/kg)

Concentración
(mg/ml)

Control de la
profundidad
anestésica

*Utilizar el nombre genérico, no el comercial.

16.2. ¿Está previsto aplicar analgesia en alguna fase del procedimiento?
No. En ningún momento debido a que el procedimiento no lo requiere. 
No. Es incompatible con el procedimiento (solicitar autorización previa). 
Sí. Debe rellenar el siguiente cuadro:

Fase Producto* Vía Dosis
(mg/kg)

Concentración
(mg/ml)

Frecuencia

*Utilizar el nombre genérico, no el comercial.

17. Toma de muestras.
17.1. Extracción de sangre:
Véase goo.gl/fTR0b

No. En ningún momento.
Sangría total al finalizar el procedimiento en animal previamente anestesiado.

http://sea.umh.es/files/2011/07/Refinamiento-extracci%C3%B3n-sangre.pdf
http://sea.umh.es/files/2011/07/Refinamiento-administraci%C3%B3n-sustancias.pdf
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Toma de muestra sanguínea con recuperación del animal. Si ha señalado esta casilla, debe rellenar
el siguiente cuadro:

Vía extracción Volumen de cada
extracción (ml)

Frecuencia de
extracción

Diámetro de aguja

17.2. Otras muestras:
No. En ningún momento.
Toma de muestras al finalizar el procedimiento en animal previamente anestesiado. 
Toma de muestras con recuperación del animal. Si ha señalado esta casilla, debe rellenar el

siguiente cuadro:

Tipo de muestra Volumen de cada
extracción (ml)

Frecuencia de
extracción

Diámetro de aguja

18. Sufrimiento, dolor y angustia de los animales.
18.1. Debe describir en qué fases del procedimiento se prevé que el animal pueda experimentar

sufrimiento, dolor, angustia o malestar.
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19. Protocolo de supervisión y criterios de punto final.
19.1. Protocolo de supervisión:
 Si se usa un protocolo de supervisión cuantificable añada en un documento adjunto el cuadro de

puntuación.
 Describa detalladamente el protocolo de supervisión que se prevé utilizar para detectar las

situaciones descritas en el apartado anterior, indicando:

¿Qué se controlará?
¿A partir de qué momento?
¿Durante cuánto tiempo?
¿Con qué frecuencia se controlará?

¿Quién realizará el control? Personal investigador Personal experimentador
19.2. Medidas correctoras previstas:

20. Criterios de punto final (finalización anticipada de la experimentación).
 Los criterios de punto final pretenden evitar la muerte debida al procedimiento experimental por

motivos éticos. Debe establecer criterios de punto final teniendo en cuenta los posibles efectos
adversos que pueden producirse debidos a su procedimiento. Si el animal alcanza el criterio de punto
final deberá ser retirado del estudio y/o sacrificado. Ejemplo: en un ensayo con una dieta
experimental, cuando el animal pierda un 20% o más del peso.



17 Comité de Ética de Experimentación Animal
Vicerrectorado de Investigación Rev. junio 2016

21. Finalización del procedimiento.
21.1. Al finalizar el procedimiento, está previsto:

Sacrificar los animales.
¿Qué tejidos u órganos van a utilizarse?

Mantener los animales vivos.
Especifique los motivos:

22. Técnica eutanásica al finalizar el procedimiento.
 Véase el documento Recomendaciones para la eutanasia de los animales de experimentación,

disponible en goo.gl/QoxjT.
22.1. Método eutanásico:

Método físico
Método: Puntuación:

Método químico. Debe rellenar el siguiente cuadro:

Producto* Vía Dosis (mg/kg) Concentración
(mg/ml)

Tiempo Puntuación

*Utilizar el nombre genérico, no el comercial.

22.2. Justificación del método de sacrificio propuesto (SOLAMENTE en aquellos casos en los que el
método propuesto no alcance una puntuación mínima de 4).

El/La abajo firmante declara que conoce las directrices éticas y la legislación aplicables a la 

investigación con animales y su compromiso a cumplirlas.

Firma electrónica o manual

X
El/la investigador principal del proyecto

http://sea.umh.es/files/2011/07/eutanasia2.pdf
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	Objetivos_1: En el proyecto de experimentación, para el cual se presenta este procedimiento al Comité de Ética para la Experimentación Animal (CEEA), se persigue la consecución de los siguientes objetivos específicos: 
- Generar un tumor a partir de células madre tumorales (cancer stem cells, CSCs) de cáncer de pulmón no microcítico (CPNM), procedentes de tumor resecado de pacientes con CPNM y  de líneas celulares derivadas de CPNM en un modelo de ratón, mediante inyección subcutánea de las células aisladas.
- Realizar eutanasia de los animales, aislar tejido tumoral y sangre, análisis de histología, alteraciones moleculares y estudios de expresión (IHC y RTqPCR) de biomarcadores de CSCs.
 

	Objetivo_2: 
	VD_1: El cáncer de pulmón no microcítico, representa casi el 80% de todos los tumores de pulmón y en su conjunto, la supervivencia global a 5 años es una de las más bajas, inferior al 15%. Una terapia exitosa del cáncer requiere la eliminación o incapacitación de todas las células tumorales capaces de regenerar un tumor. El descubrimiento de una pequeña población de células con propiedades de célula madre en CPNM, ha dado lugar al inicio de una nueva área emergente en la investigación en cáncer. Se ha determinado que las CSC, son los primeros componentes del tumor que dan lugar a la progresión tumoral y metástasis. Además de su habilidad para autorrenovarse y diferenciarse, estas células son resistentes a la quimioterapia convencional. Por lo tanto las CSC prometen ser una nueva diana de gran potencial terapéutico. Sin embargo, el conocimiento de estas células en cáncer de pulmón es todavía pobre, debido a la heterogeneidad de la enfermedad. Por tanto, establecer modelos de xenoinjertos en ratones inmunodeficientes ha sido de alto impacto para el estudio del origen, desarrollo y comportamiento clínico del cáncer desde hace dos décadas, constituyendo no solo el principal modelo para el desarrollo pre-clínico de nuevas terapias contra el cáncer sino que ademas constituye el  modelo de estudio de la enfermedad mas aceptado. La forma más aceptada para demostrar que las células aisladas son células madre tumorales, es la inyección de estas células en un modelo animal, en este caso de ratón, que permitiría comprobar su capacidad de formar tumores in vivo en estos animales, así como la respuesta del tumor a diferentes moléculas.  Si ello fuera posible, permitiría aplicar en pacientes las nuevas terapias generadas a partir de estos resultados. 
En general, del procedimiento experimental se espera que nos permita analizar de forma prospectiva si los distintos fármacos ensayados realmente afectan y/o detienen la progresión tumoral así como el desarrollo de metástasis "in vivo", para confirmar su valor como agentes terapéuticos útiles en el tratamiento de estos tumores, lo cual justifica ampliamente el uso del modelo animal; ya que este proyecto aborda el estudio de una enfermedad compleja con elevada prevalencia, desde una perspectiva manifiestamente traslacional y que en última instancia, contribuirá al desarrollo de una medicina personalizada basada en el perfil del individuo y no en la  enfermedad.

	Ref_1: Singh A. et al.   EMT, cancer stem cells and drug resistance: an emerging axis of evil in the war on cancer. Oncogene. 
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	Etapas_1: Se trata de un procedimiento con dos grupos experimentales, en el primer grupo experimental se inducirá la formación de tumor y en el segundo grupo experimental se trataran los tumores con los fármacos que han sido diseñados para tal fin y que previamente han generados resultados positivos en el modelo in vitro.
Se realizarán varias tandas de animales 
Semana 1: 
-Aclimatación a las nuevas instalaciones.
Semana 2: 
-Asignación aleatoria de los ratones a los diferentes grupos.
-Identificación individual de los ratones. Perforación orejas y/o marcaje de la cola.
-Administración anestesia inhalatoria como paso previo a la inoculación de las células tumorales.
-Inoculación de las células tumorales vía subcutánea (Procedimiento 1). Para ello se realizará inyección subcutánea en ratones atímicos HEMBRAS NOD/SCID de  4-6 semanas de edad, de una suspensión con células de CPNM aisladas libre de suero y Matrigel (1:1) y se inyectarán diferentes concentraciones seriadas y crecientes de células comenzando desde 250, 500, 1000, 5000, 10.000, 50.000, 100.000 y  500.000 células, vía subcutánea en el flanco del abdomen de ratones atímicos NOD/SCID. 

	Etapas_2: Semana 3:
-Control y supervisión de las variables a considerar según el protocolo de supervisión y puntuación de las mismas.
-Manejo y palpación de los ratones para detectar la presencia/ausencia de tumor.
A partir de la semana 2 ó 3  y una vez confirmada la presencia del tumor, se procederá a la administración semanal intraperitoneal de los fármacos incluyendo un grupo control que será tratado con DMSO a muy baja dosis (66 mg/kg al mes), segura y sin riesgo alguno para el animal ya que la concentración máxima permitida para DMSO intraperitoneal al mes de 100 mg/kg, por lo que estaremos muy por debajo de los niveles de toxicidad para los animales que conforman el grupo control. En paralelo los otros grupos serán tratados con fármacos específicamente diseñados para ello y que han arrojado resultados  positivos en los modelo in vitro,  a una concentración de 50 mg/kg y de 100mg/kg respectivamente, durante 8 semanas o hasta que el tumor alcance el tamaño que indique el momento de su extirpación (según evolución individual de los animales).
-Manejo y palpación de los ratones para localizar y medir el tumor se realizará con un calibre milimetrado.
Momento de la extirpación del tumor inoculado:
-Administración anestesia inhalatoria.
Sacrificio de los animales mediante CO2.
-Extracción del volumen total de sangre mediante punción intracardíaca. 
-Necropsia y recogida de órganos para los estudios posteriores. 
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	Especificacion_1: 
	Aprovechamiento_1: Tras el sacrificio de los animales, aquellas muestras tumorales obtenidas tanto en el sitio de inoculación como en los posibles órganos que hayan experimentado metástasis, pueden ser   recogidas  y  convenientemente  conservadas  para  posteriores estudios histopatológicos y  de  expresión  para  su  aprovechamiento  por el grupo investigador y sus colaboradores.  
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	Modificacion_1: 
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	DJ_1: 
	Metodo_1: 
	Manipulacion_1: 1- Generación de modelo de tumor en ratón
Se inyectará una suspensión con células de CPNM aisladas libre de suero y Matrigel (1:1) y se inyectaran  250, 500, 1000, 5000, 10.000, 50.000, 100.000 y 500.000 células vía subcutánea en el flanco del abdomen de ratones atímicos NOD/SCID de 5-6 semanas de edad. 

A partir de aquí observaremos el crecimiento tumoral en el lugar de la inyección o alrededores, hasta alcanzar volumen de al menos 100mm3 (aprox. unos 14-21 días), calculado a partir de pie de rey usando la siguiente formula: V=(largo x ancho2)/2. Posteriormente, se llevará a cabo la evaluación  in vivo  del efecto antitumoral de diferentes tratamientos terapéuticos sobre tumores inducidos por las CSC en el modelo de ratón.

2.-A lo largo del proceso experimental, se realizarán una vez a la semana las pruebas PET/CT en dos ratones de cada grupo. Para ello se utilizará anestesia inhalada con isoflurano. Para la prueba CT, una vez anestesiado el animal se introducirá en la cámara y se realizará la adquisición de imagen por rayos X. Para las pruebas PET, una vez anestesiado el animal se le administrará radiofármaco (FDG-F18) vía iv, para lo cual se canulará la vena caudal lateral. Tras 30 min de espera para la correcta distribución del radiofármaco se introducirá a los animales en la cámara PET/SPECT/CT para la posterior adquisición de imágenes. Durante todo el procedimiento los animales se mantendrán anestesiados con isoflurano. Se tomarán las medidas pertinentes para evitar la pérdida de calor de los animales debida a la anestesia, envolviéndolos con componente plástico a modo de funda.

Una vez que el tumor ha alcanzado las condiciones óptimas descritas, se divide a los animales en grupos control y tratamiento. En los grupos de tratamiento, se evaluarán fármacos, dirigidos contra dianas específicas de las CSC y que son inhibidores  de las principales vías de señalización en CSC.

3.- Los tratamientos se administran vía subcutánea (aproximadamente 3 administraciones a la semana, en un máximo de 8 semanas).  
Durante todo el proceso experimental se procederá a medir los tamaños de los tumores con un pie de rey, PET/TAC, así como el peso de los animales dos veces por semana. 
Los ratones serán vigilados siguiendo el protocolo de supervisión del Anexo I. 
Después de esperar como máximo 60 días (contados desde el inicio de la administración de los diferentes tratamientos), los ratones se sacrificarán y se aislarán los tumores para proceder a su estudio histológico y morfológico. 

4.- Sacrificio y recolección de muestras.
Para concluir el procedimiento se realizarán las siguientes acciones:
Tras 8 semanas de tratamiento, los animales serán sacrificados, o hasta que el tumor alcance un tamaño con criterio de punto final (según evolución individual de los animales). Tras el sacrificio de los animales mediante CO2.   
Se procederá a su extirpación y se extraerá quirúrgicamente y se procederá a la necropsia y recogida de órganos para los estudios posteriores que involucran por una parte ensayos de expresión génica mediante RT-qPCR. Por otra parte y una vez fijado en formalina e incluida en parafina se guardará para realizar estudios histológicos e inmunohistoquímicos.   
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	N2: Grupo experimental  1: 9 ratones SCID, 5-6 semanas. Inyección células CPNM  (1.000 y 5.000 células)
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	Calculo_1: El tamaño muestral óptimo se calcula utilizando la función "pwr.anova.test" del paquete "pwr" en R-stats asumiendo un tamaño de efecto de 0.6 con un nivel de significatividad del 5% y una potencia estadística del 80%.
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	Duracion_P1: La duración del procedimiento será entre 14 a 21 días desde el inicio del experimento con la inyección celular para verificar la inducción del tumor hasta la finalización (sacrificio).
	Texto1: En los estudios PET-TAC emplean un radiofármaco (FDG-F18) vía iv, que es absorbido por los mismos transportadores de membrana que absorben glucosa y son fosforilados por las mismas hexocinasas que la glucosa. Por lo que el ayuno es esencial para la calidad de la prueba, ya que la biodistribucion del radiofármaco puede verse alterada por la ingestión de incluso una pequeña comida ya que puede perjudicar la visualización de las lesiones malignas. Por tanto es necesario el ayuno previo al PET-TAC.

Griffeth, L. K. (2005). Use of PET/CT scanning in cancer patients: technical and practical considerations. Proceeding
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	Sufrimiento:  La inoculación de las células se realizará en los animales, una vez esten  anestesiados, manteniendo condiciones confortables de temperatura. Por  lo  que  los  animales  no  sufrirán  dolor  ni  angustia  durante este procedimiento.
Sin embargo, el tumor creado en los animales les supondrá malestar 
 
 Por su parte, se espera que la inyección de células induzca la generación de un tumor  y  existe la posibilidad, aunque remota y poco probable, que se generen  metástasis. En cualquier caso y para  minimizar  al  máximo  el  sufrimiento  y  el  dolor  que  los  animales  puedan experimentar se seguirá, en todo momento, el protocolo de supervisión propuesto, las medidas correctoras planteadas así como los criterios de punto final si fuese necesario en cualquier momento del procedimiento. Además y dada la posibilidad de poder utilizar el PET/CT para la monitorizacion del tamaño tumoral, la aparición de metástasis podrían ser visualizadas y controladas en todo momento.
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	Medidas_C: Se adjunta protocolo de supervisión cuantificable con su correspondiente cuadro de puntuación.   
 Las medidas correctoras sugeridas en función de la puntuación obtenida para cada animal según el protocolo de supervisión (ver archivo adjunto: Morton y Griffiths (Vet. Rec. 116:431-436,1985) propuesto son las siguientes:  
 Se establecerá la siguiente escala cuantitativa como protocolo de supervisión:
Cambios en el peso corporal: 0- Normal; 1- <10% de pérdida de peso; 2- Entre un 10 y un 15% de pérdida de peso 
Aspecto físico: 0- Normal; 1- Falta de limpieza; 2- Pelo áspero, descarga nasal/ocular, palidez, cianosis; 3- Pelo muy áspero y muy descuidado, posición anormal, pupilas dilatadas, deshidratación
Signos clínicos mesurables: 0- Normal; 1- Disnea (taquipnea); 2- Diarrea, anúria, poliúria, hematúria; 
3- Hemorragias profusas por cualquier orificio corporal, hipotermia, ascitis severa, presencia de masas, coma
Comportamiento involuntario: 0- Normal; 1- Cambios mínimos, aislamiento, hiperactividad o hipoactividad; 2- Movilidad anormal o reducida, "circling", movimientos redirigidos, temblores musculares; 3- Ataxia (imposibilidad de comer o beber), convulsiones, automutilaciones, postración, vocalizaciones no provocadas
Lesiones: 0- Ausencia; 1- Pequeñas lesiones; 2- Ulceras y lesiones extensas; 3- Ulceraciones extensas y sangrantes con automutilaciones.
Tamaño tumoral: Menor a 1cm3: Normal; Superior a 2.0cm3: Sacrificio obligado; Ulceración de piel: Sacrificio obligado.
Cuando la puntuación en más de un parámetro sea de 3, automáticamente los 3 se convertirán en 4.
La escala de severidad que se tendrá en cuenta tendrá el máximo de puntuación en 16, dividiéndose  en los siguientes niveles:
1. De 0 a 4 puntos: Normal
2. De 5 a 11 puntos: Posible existencia de dolor. En este caso nos plantearemos la administración de analgesia.
3. De 12 a 13 puntos: Analgesia obligada. Planteamiento de sacrificio
4. De 14 a 16 puntos: Planteamiento de la finalización del procedimiento. ≥ 16 Sacrificio obligatorio. 
	Criterios_PF: Distinguiremos dos criterios de punto final atendiendo tanto a la inducción tumoral en el sitio de inoculación:

-Sacrificio cuando la tumoración en el sitio de inoculación supere un volumen de 1.5cm3 ó por ulceración del tumor (ver variables de supervisión específicas en el protocolo de supervisión adjunto). 
-Sacrificio cuando la pérdida de peso sea incompatible con el bienestar del animal (ver variables de supervisión específicas en el protocolo de supervisión adjunto). También se puede llegar al final del mismo siempre y cuando el animal no proporcione más información útil o el sufrimiento al que se vea sometido sea mucho mayor al beneficio que podemos obtener de él. Concretamente, se procederá al sacrificio cuando la puntuación de esta escala planteada en el apartado 19.2. y se supere los16 puntos

 Atendiendo  a  la  puntuación  alcanzada  tras  la  aplicación  del  protocolo  de supervisión, se tomará como criterio de punto final el momento en que la suma de dicha puntuación  alcance  un  valor  igual  o  superior  a  16.
	TuO:  En caso de que el procedimiento deba finalizarse antes de que se haya podido extirpar el tumor inoculado subcutáneamente, entonces se procederá a la extirpación del mismo en el momento del sacrificio. También se utilizarán aquellos órganos, adyacentes y/o a distancia, que hayan experimentado metástasis, si las hubiera, así como también se realizará sangría total al finalizar el procedimiento con el animal previamente anestesiado.
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