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Resumen: El cáncer de ovario es el cáncer ginecológico con peor pronóstico. La razón 

principal para ello es que una gran parte de las mujeres presentan ya metástasis en el 

peritoneo al ser diagnosticadas con este tipo de cáncer. Las recidivas peritoneales son muy 

frecuentes en el cáncer de ovario lo que provoca que los pacientes acaben desarrollando 

resistencias a la quimioterapia. Una de las razones por las que estos tumores son tan difíciles 

de tratar es la plasticidad que tienen las células tumorales en estas metástasis. La plasticidad 

se define por la capacidad de las células de adoptar distintos estados dependiendo de las 

circunstancias ambientales para mejorar la supervivencia. Uno de los componentes que 

ayuda a conseguir esa plasticidad es la interacción con los fibroblastos asociados al cáncer 

(CAFs). En este proyecto se van a explorar los mecanismos que regulan la adquisición de 

plasticidad en las células de cáncer de ovario y la contribución de los CAFs en dicha 

plasticidad. Mediante la obtención de cultivos primarios procedentes de ratones transgénicos 

se determinará la contribución de algunas de las rutas de señalización que los datos 

preliminares del laboratorio indican que podrían estar relacionadas. Este proyecto ayudará a 

descifrar los mecanismos bidireccionales implicados en la adquisición de plasticidad celular, 

necesaria para la metástasis. 

Palabras clave: Fibroblastos asociados al cáncer, Cáncer de ovario, Plasticidad, Metástasis. 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract: Ovarian cancer is the gynecological cancer with the worst prognosis. The main 

reason for this is that a large proportion of women already have metastases in the peritoneum 

when they are diagnosed with this type of cancer. Peritoneal recurrences are very frequent 

in ovarian cancer, which causes patients to develop resistance to chemotherapy. One of the 

reasons why these tumors are so difficult to treat is due to the plasticity of the tumor cells in 

these metastases. Plasticity is defined by the ability of cells to adopt different states 

depending on environmental circumstances to improve survival. One of the components that 

helps to achieve this plasticity is the interaction with cancer-associated fibroblasts (CAFs). 

In this project it is intended to explore the mechanisms that regulate the acquisition of 

plasticity in ovarian cancer cells and the contribution of CAFs in this plasticity. By obtaining 

primary cultures from transgenic mice, the contribution of some of the signaling pathways 

that preliminary data from the laboratory indicate may be related will be determined. This 

project will help to decipher the bi-directional mechanisms involved in the acquisition of 

cellular plasticity necessary for metastasis. 

Keywords: Cancer-associated fibroblasts; Ovarian cancer; Plasticity; Metastasis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Lista de abreviaturas 

CAFs = Fibroblastos asociados al cáncer 

TAMs = Macrófagos asociados al tumor 

TME = Microambiente tumoral 

ECM = Matriz extracelular 

DMEM = Medio eagle modificado de dulbecco  

FBS = Suero bovino fetal 

PDAC = Adenocarcinoma ductal pancreático 

MOSEC = Células epiteliales de superficie de ovario de ratón 

TGF-β = Factor de crecimiento transformante β 

PDGF = Factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

VEGF = Factor de crecimiento del endotelio vascular 

α -SMA = Alfa actina de músculo liso 

BSA = Albúmina de suero bovino 

EOC = Cáncer de ovario epitelial 

FAP = Proteína de activación del fibroblasto 

IL-1 = Interleuquina 1 

EMT = Transición epitelio-mesénquima 

HAPLN1 = Proteína de enlace de hialuronano y proteoglicano-1 

HA = Ácido hialurónico 

NaCl = Cloruro sódico 

SDS = Dodecil sulfato sódico 

Doc = Sodio desoxicolato 
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1. Introducción 

1.1. El microambiente tumoral 

El cáncer es una enfermedad ligada a cambios genéticos, por ello, muchas de las 

publicaciones e investigaciones en oncología se realizan sobre las propias células tumorales. 

Aunque estas amplían de forma significativa el conocimiento que se tiene sobre el cáncer, al 

observar más allá de las propias células neoplásicas se puede encontrar una gran cantidad de 

información que ayuda a comprender los mecanismos fisiopatológicos de esta enfermedad (4). 

Esta información reside en el entorno de elevada complejidad conocido como microambiente 

tumoral (TME). El TME es una estructura compleja compuesta por una gran variedad de tipos 

celulares embebidos en una matriz extracelular (ECM) (5). En los primeros estadios de la 

progresión tumoral, se origina una interacción entre las células cancerosas y los componentes del 

TME para favorecer la supervivencia, invasión local y diseminación metastásica de las células 

tumorales (5). Debido a la elevada tasa de oxígeno que está consumiéndose de forma local en el 

tumor, los vasos sanguíneos no son capaces de hacer frente a esta demanda, generando una 

respuesta en el TME, con cambios que promueven la angiogénesis para restaurar el suministro de 

oxígeno/nutrientes y eliminar los residuos metabólicos, que son perjudiciales para las células 

tumorales (5). Se han identificado cuatro componentes principales que forman el TME: las células 

inmunitarias, las células del estroma, los vasos sanguíneos y la matriz extracelular (3). 

1.2. Fibroblastos asociados al cáncer 

Entre todas las células del estroma que constituyen el microambiente tumoral, los 

fibroblastos asociados al cáncer (CAFs) son una de las poblaciones más importantes y presentan 

un papel clave en la progresión del tumor (1,2). En condiciones fisiológicas, los fibroblastos son 

esenciales para la homeostasis epitelial, interaccionando directamente con las células epiteliales 

o secretando al medio factores de crecimiento (7).  Si se busca el origen de los CAFs se pueden 

encontrar varias fuentes de procedencia (Figura 1). Sin embargo, normalmente surgen a partir de 

los fibroblastos residentes del tejido, con los que suelen compartir marcadores en común, como 

la proteína de activación del fibroblasto (FAP) (4).  Existen una gran variedad de factores que 

contribuyen a la reprogramación de los CAFs o la activación de fibroblastos durante los procesos 

inflamatorios y las condiciones fibróticas. Entre estos factores se encuentran señales epiteliales, 

como Interleucina 1 (IL-1), el factor de crecimiento transformante β (TGF-β) y el factor de 

crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). También una reprogramación del metabolismo, el 

estrés oxidativo, señales del estroma, microRNAs, cambios epigenéticos y otros ligandos 

secretados por los CAFs son capaces de activarlos hacia este fenotipo (Figura 2). 
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Figura 1. Tipos celulares que contribuyen a los CAFs y sus principales factores que se encuentran 

involucrados en la transición hacia un fenotipo CAF (40). 

 

Figura 2. Factores relacionados en la reprogramación de los fibroblastos en un contexto de 

inflamación y cáncer (16). 
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1.2.1. Tipos de CAFs 

Como se ha visto en las figuras anteriormente mencionadas, los CAFs pueden originarse 

de formas muy diversas y por multitud de factores, por esta razón no es difícil pensar que están 

representados por población de gran heterogeneidad (3). Normalmente, se ha observado que de 

forma continuada en los distintos tumores existe una subpoblación con un fenotipo contráctil 

productor de ECM (myoCAFs) y, por otra parte, una subpoblación caracterizada por su secreción 

inmunomoduladora (iCAFs) (48). Durante el proceso de curación de heridas, los macrófagos 

producen TGF-β y PDGF (7), los cuales inducen la transformación de los fibroblastos que residen 

en el tejido hacia miofibroblastos, caracterizados por la expresión de alfa actina de músculo liso 

(α -SMA) (7). Del mismo modo los myoCAFs son activados y presentan la capacidad de 

remodelar la ECM y promover la proliferación de las células epiteliales, características que en 

condiciones normales ayudan durante el proceso de curación de heridas, pero en el contexto del 

TME promueve la progresión del cáncer (55). Por otra parte, los iCAFs presentan un fenotipo 

secretor con una elevada producción de interleuquinas y citoquinas, como LIF, Il-6 e Il-1. A 

diferencia de los myoCAFs, estos se activan a partir de IL-1/JAK/STAT (49,50). Otra diferencia 

entre ambos tipos de CAFs es la localización, mientras que los myoCAFs se encuentran de forma 

proximal al tumor, los iCAFs están ubicados de forma distal, secretando factores 

inmunomoduladores, esto es debido a que el TGF-β secretado por el tumor inhibe la formación 

de los iCAFs alrededor del mismo (50). 

1.2.2.  Biología y función de los CAFs en el contexto tumoral 

Los CAFs presentan la capacidad de regular la biología de los tumores de varias formas, 

a través de la remodelación de la ECM, las células tumorales pueden desplazarse libremente por 

el TME, además mediante la secreción de factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas, los 

CAFs son capaces de interactuar con otras células y promover un microambiente inmunosupresor 

y un reclutamiento de células endoteliales (3). Contribuyendo así al desarrollo del cáncer, el 

proceso metastásico, la angiogénesis e incluso la aparición de resistencias a las terapias 

disponibles en la práctica clínica (3). Una forma de regular el proceso metastásico es mediante la 

secreción de TGF-β, una citoquina requerida para la transición epitelio-mesénquima (EMT) (1). 

Además, la secreción de metaloproteasas permite degradar componentes de la matriz, que junto 

con la secreción de ácido hialurónico (HA), pueden promover la invasión de las células tumorales 

(3). Debido a estos factores, la presencia de CAFs normalmente está asociada a un peor pronóstico 

en muchos tipos de cáncer, como por ejemplo en colon (1). Pero no por ello tiene que ser así ya 

que no se conoce con exactitud el papel de estos en el cáncer debido a su gran heterogeneidad, 

esto es debido a que son capaces de promover y restringir el crecimiento del tumor dependiendo 

de las características del TME y del origen de las células neoplásicas (1). Por tanto, el estudio de 
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esta heterogeneidad en el contexto de la inflamación y cicatrización de heridas puede abrir la 

puerta a nuevas opciones terapéuticas ya que los cánceres comparten muchas características con 

estos procesos. 

1.3. Función de la ECM dentro del TME 

La ECM tiene importantes funciones dentro del TME; no sólo proporciona un soporte 

estructural para las células, sino que también es un factor clave para promover la diseminación de 

las propias células tumorales (13). Representa alrededor del 60% de la masa tumoral en los 

tumores sólidos y junto con la infiltración de fibroblastos es capaz de producir desmoplasia, una 

alteración que se caracteriza por una producción excesiva de tejido conectivo y su presencia es 

un marcador de mal pronóstico en los procesos tumorales ya que induce angiogénesis, hipoxia y 

compromete la inmunidad antitumoral (56). La ECM está compuesta por proteínas fibrosas, 

glicoproteínas, proteoglicanos y polisacáridos (HA).  Estos componentes deben estar en unos 

niveles equilibrados para mantener un microambiente normal en el tejido donde se encuentren 

(5). Un componente importante que aporta estabilidad a las uniones entre estas proteínas es la 

proteína de enlace del hialuronano y proteoglicano-1 (HAPLN1) (13,14,30). 

 

1.3.1.  HAPLN1 y su implicación en el cáncer 

HAPLN1 es una proteína que interactúa con los dominios globulares del HA y los 

proteoglicanos, lo que produce una mayor resistencia a la compresión en los tejidos (30). Existe 

evidencia que correlaciona la sobreexpresión de HAPLN1 con un aumento de la agresividad 

tumoral en el mesotelioma (25). De forma similar, en el carcinoma hepatocelular, un aumento en 

los niveles de HAPLN1 tiene como consecuencia una menor tasa de supervivencia después de 

realizar una resección quirúrgica (26). En cáncer gástrico también hay evidencia del papel 

protumoral de este gen y sus niveles se correlacionan positivamente con el sistema de 

estadificación del cáncer TNM (28,29). De forma contraria, en cáncer colorrectal (CRC) un 

aumento en los niveles de HAPLN1 está asociado con un mejor pronóstico (13). Esta proteína es 

producida por los fibroblastos con el objetivo de reestructurar la ECM (30-32), permitiendo de 

este modo la invasión a tejidos externos (28). Además, el grupo de investigación tiene datos acerca 

de los efectos de la expresión de HAPLN1 en tumores abdominales, como el cáncer de páncreas 

y de ovario, siendo en el primero el causante de la plasticidad tumoral que lo hace tan resistente 

ante una enorme cantidad de situaciones hostiles para cualquier tipo celular. La propagación del 

cáncer de ovario en el peritoneo se ha modelado en ratones utilizando la línea celular epitelial 

inmortalizada de ovario ID8, para el estudio del cáncer de páncreas, se ha utilizado la línea celular 

KPC. 
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1.4. Cáncer de páncreas 

El cáncer de páncreas es uno de los neoplasmas malignos más letales, puede ser de dos 

tipos, el adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) y el endocrino. El PDAC es el mayoritario 

y presenta una tasa de supervivencia a los 5 años alrededor del 6% (33). A lo largo de la vida de 

una persona el riesgo de padecerlo es de 1 en 64. Este riesgo puede verse incrementado ante la 

presencia de ciertos factores como la edad, el tabaquismo, la diabetes y el sobrepeso (34). El 

tratamiento estándar en la mayoría de los casos es una resección quirúrgica, sin embargo, el 85% 

de los pacientes sufre una recurrencia de la enfermedad (35). Debido a esto, la mayoría de los 

pacientes diagnosticados tiene que someterse a sesiones intensivas de quimioterápicos 

combinados en un compuesto llamado Folfirinox (ácido folínico, fluorouracilo, irinotecano y 

oxaliplatina), sin conseguir buenos resultados (36-38). Un paso clave para el desarrollo de 

metástasis en el PDAC es la EMT, permitiendo a las células cancerosas aumentar su motilidad y 

adquirir características invasivas (53). 

1.5. Cáncer de ovario 

El cáncer de ovario epitelial (EOC) es el cáncer ginecológico que más muertes origina. 

A lo largo de la vida de una mujer el riesgo de padecer EOC es de 1 en 78. Este riesgo empeora 

con la edad, aumentando su incidencia en mujeres mayores de 60 años (22). Además, la presencia 

de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 incrementa este riesgo un 40% y 20% 

respectivamente (20). De todos los cánceres de ovario, la forma más frecuente y agresiva es el 

carcinoma seroso de ovario de alto grado (HGSOC), el cual se caracteriza por la formación de 

ascitis maligna junto con metástasis peritoneales, lo que conlleva un pronóstico desastroso. El 

HGSOC se origina a partir de la transformación de las células epiteliales de la superficie del 

ovario que se propagan hacia el peritoneo, donde el fluido peritoneal esparce estas células por la 

cavidad abdominal, principalmente hacia el omento, un tejido adiposo visceral que cubre todo el 

peritoneo. En el omento, las células sufren transformaciones enfocadas en la plasticidad celular 

(51). Esta plasticidad es una de las razones por la que este tipo de tumores es tan difícil de tratar 

(19,27). 

1.6. Importancia de la plasticidad en el desarrollo de un tumor 

Se puede definir la plasticidad, como la capacidad celular de adquirir diferentes 

identidades a lo largo de un espectro fenotípico. A pesar de que es un rasgo característico que 

ocurre durante el desarrollo embrionario, también se ha observado en células adultas diferenciadas 

que se encuentran en un estado de estrés fisiopatológico como una herida o un proceso 

inflamatorio. La plasticidad celular, en condiciones normales, interviene en la fase de adaptación 

o regeneración tisular como respuesta al estrés. Cuando esta plasticidad ocurre a nivel de tejido, 
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se le denomina metaplasia, la cual se encuentra asociada a grandes cambios epigenéticos y 

transcripcionales que normalmente ocurren durante la progresión de una herida, pero, al mismo 

tiempo, son capaces de sobreexpresar oncogenes o disminuir la expresión de los genes supresores 

de tumores (TSG) (24). Si se combinan estos cambios de expresión con un contexto celular 

protumoral, los oncogenes tienen a su disposición las herramientas necesarias para llevar a cabo 

el desarrollo del cáncer. Datos previos del grupo de investigación muestran que HAPLN1 es un 

promotor de la plasticidad celular en PDAC. En este proyecto se va a estudiar la adquisición de 

esta plasticidad para entender en mayor profundidad la función de HAPLN1 en el proceso 

metastásico ya que la metástasis en el peritoneo suele presentar patrones similares en tumores con 

distintos orígenes (52). 
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2. Objetivos: 

Los objetivos de este trabajo son diseñar y ajustar las condiciones necesarias para estudiar 

cómo el cáncer de ovario y páncreas son capaces de modificar a los fibroblastos. De forma 

adicional, se va a estudiar el papel de HAPLN1 sobre los fibroblastos in vitro, para 

compararlo con los resultados obtenidos por el grupo de investigación. 

3. Materiales y métodos: 

3.1. Líneas celulares y medios de cultivo 

En este estudio se empleó la línea celular GRX. Esta línea celular se estableció a 

partir de cultivos primarios obtenidos por migración espontánea de células procedentes de 

granulomas inducidos en el hígado de ratones C3H/Hej infectados con Schistosoma mansoni 

(10). Estas células se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) + 

glutamax, con 1 g/L de glucosa, 10% de suero bovino fetal (FBS), 1% de 

Penicilina/Streptomicina y 1% de piruvato sódico (100 mM). Una vez alcanzada la 

confluencia se eliminó el medio, se añadió PBS para eliminar los restos de suero y 

posteriormente se adicionaron 0,8 mL de tripsina-EDTA en una placa de 10 cm2 para 

despegar los fibroblastos, dejando incubar durante 3 minutos a 37ºC. Una vez incubado, se 

inactivó la tripsina con el suero del DMEM, después se centrifugaron las células a 300 rcf 

durante 3 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendió el pellet con DMEM, se realizó una dilución 1:6 de las mismas, depositando las 

células en una placa de cultivo de 10 cm2 tratada para que se adhieran a la placa.  

Para la preparación de los medios condicionados se utilizaron dos líneas celulares 

adicionales: KPC e ID8. Estas líneas celulares fueron cultivadas del mismo modo que las 

GRX, con la diferencia de la cantidad de glucosa en el medio, utilizando en este caso 4,5 g/L 

de glucosa. La línea celular KPC proviene de tumores primarios de cáncer de páncreas 

derivados de ratones KPC (KrasG12D/+, p53R172H/+, ElasCreER/+) (41). La línea celular ID8 está 

formada por células epiteliales de superficie de ovario de ratón (MOSEC) (42). A partir de 

la línea celular KPC se realizó una modificación en el laboratorio para que sobreexprese 

HAPLN1.  
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3.2.Preparación de los medios condicionados 

En este proyecto se utilizaron 3 medios condicionados distintos: Un medio con poca 

glucosa (1 g/L) sin suero, otro medio con mucha glucosa (4,5 g/L) sin suero y un tercer medio al 

4% de suero con mucha glucosa. 

Para la preparación de los medios condicionados se utilizaron 2,5*105 células por 

mL para ID8 y 4*105 células por mL para KPC. El medio condicionado al 4% de suero se 

preparó resuspendiendo las células en DMEM con mucha glucosa al 4% de suero y se 

recogió el medio después de 72 horas de cultivo. Para los medios condicionados sin suero, 

se cultivaron las células en medio completo y a las 24 horas se cambió por medio sin suero, 

posteriormente, se recogió el medio a las 72 horas de cultivo. Los medios fueron recogidos 

después de una centrifugación a 300 rcf durante 5 minutos y con un filtro de 0,2 um, para 

eliminar restos celulares. 

3.3. Contaje y viabilidad celular 

Se realizó el contaje de las células en una cámara Neubauer, siguiendo la fórmula de 

la Ecuación 1:  

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 ∗ 𝐼𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
 ×  104  =  𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟/𝑚𝐿    

Ecuación 1. Fórmula del contaje celular en la cámara de Neubauer. 

Para la viabilidad celular se utilizó el colorante azul de tripano al 10%, al fin de 

marcar las células muertas. La tasa de supervivencia se ha calculado siguiendo la fórmula de 

la Ecuación 2: 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠 + 𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑎𝑠
 ×  100 =  𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (%)     

Ecuación 2. Tasa de supervivencia celular 

3.4. Citometría de flujo 

Para la realización de la citometría de flujo se utilizaron 4*105 células GRX por pocillo, 

en una placa de 6 pocillos.  Estas células fueron cultivadas durante 48 horas en los medios 

condicionados antes de ser procesadas para su análisis. 

3.4.1. Preparación de las muestras 

La preparación de muestras en citometría de flujo se realiza siempre en hielo. Primero se 

extrajo el medio y se depositó en un eppendorf. Después se lavó con 500 µL de PBS para eliminar 

el suero, el cual pueda inhibir a la tripsina y se tripsinizó la muestra con 200 µL de Tripsina al 
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0,05%, después se incubó a 37ºC durante 3 minutos. Se recogieron las células en el mismo 

eppendorf con el medio y se centrifugó a 300 rcf durante 5 minutos a 4ºC. Se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 250 µL de PBS. Se volvió a centrifugar a 300 rcf 

durante 5 minutos a 4ºC y después de eliminar el sobrenadante se resuspendió en 500 µL de etanol 

frío para fijar las células. Se dejó reposar 30 minutos para fijar las células. Se volvió a centrifugar 

a 300 rcf durante 5 minutos a 4ºC, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 150 µL de una 

disolución de DAPI o PI) + Tritón al 0,1 %. Si se utiliza PI hay que tener en cuenta que éste es 

capaz de reconocer también RNA, por lo que necesita un paso adicional con RNAsa para evitar 

errores en la medida.  

3.4.2. Análisis de las muestras 

El análisis de las muestras se realizó en el citómetro CytoFLEX S (Beckman Coulter, 

CA, USA). El citómetro detecta el DAPI o el PI de la muestra y según la intensidad de 

fluorescencia da un valor indicativo de la cantidad de DNA que tiene esa célula. Con el 

programa FlowJo 10.0 se estudiaron los resultados obtenidos en el citómetro. 

Los datos analizados se han obtenido a partir del total de partículas presentes en la 

muestra, las células totales, descartando en la medida de lo posible artefactos que puedan 

interferir en la correcta visualización de los resultados (Figura 3. A). Después se eliminaron 

los dobletes de células y se dejaron aquellas que se encuentran como células simples (Figura 

3. B) 

 

 

Figura 3. Análisis de la citometría de flujo mediante el programa FlowJo 10.0.  Las 

condiciones de cultivo son 4% de FCS y 4,5 g/L de glucosa. A Representación de las células 

totales. B Representación de las células después de excluir los dobletes de células. 
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3.5. Análisis de RNA  

3.5.1. Extracción de RNA 

Para la extracción de RNA se han utilizado 2*105 células por pocillo, en una placa 

de 6 pocillos. Las células fueron cultivadas con los medios condicionados durante 48 horas. 

Primero se depositó 1 mL del reactivo Trizol (TRI) en cada pocillo de la placa de cultivo 

para empezar el lisado celular y de este modo poder acceder al RNA. Se dejó en un agitador 

orbital durante 5 minutos y su contenido se transfirió a un eppendorf. Se añadieron 200 µL 

de cloroformo y se agitó vigorosamente durante 15 segundos. Después se dejó en reposo 

durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a 12.000 rcf por 15 minutos a 2-

8ºC. Al acabar la centrifugación se obtienen 3 fases, una fase superficial incolora que 

corresponde al RNA, un halo de color blanco y viscoso que corresponde al DNA y una fase 

roja en la parte inferior del tubo que corresponde a las proteínas. Se extrajo la fase incolora 

evitando de no arrastrar las otras fases. Una vez se ha aislado esta fase se añadieron 500 µL 

de 2-propanol, se mezcló y se dejó reposar durante 5-10 minutos a temperatura ambiente. Se 

centrifugó a 12.000 rcf por 10 minutos a 2-8ºC. Se lavó el pellet con 1 mL de etanol al 75%. 

Después se centrifugó a 12.000 rcf durante 5 minutos a 2-8ºC. Finalmente se eliminó el 

sobrenadante y se secó el pellet. 

3.5.2.  Cuantificación del RNA 

Para la cuantificación del RNA primero se resuspendió el pellet del paso anterior en 13 

µL de agua esterilizada y se puso 1 µL de cada muestra en el Thermo Scientific NanoDrop 

Spectrophotometer y se analizaron las cantidades de RNA que había en las muestras, así como 

los ratios que nos indican si ha habido algún tipo de contaminación. En principio se busca un ratio 

260/280 cercano a 2 ya que valores más bajos son indicativos de la presencia de proteínas. En 

cuanto al ratio 260/230 también se busca un valor cercano a 2 ya que valores más bajos son 

indicadores de la presencia de contaminantes de naturaleza química. 

3.6. PCR cuantitativa (qPCR) 

3.6.1. Retrotranscripción a cDNA 

Antes de realizar la qPCR se hace una retrotranscripción del RNA a cDNA, el primer 

paso es una dilución de las muestras cuantificadas hasta obtener una concentración final similar 

para todas las muestras ya que de este modo se podrán comparar posteriormente. En este caso se 

busca igualar la cantidad de RNA en las muestras, siendo 1000 ng la cantidad deseada. Para el 

paso de RNA a cDNA, se ha utilizado el kit NZY First-Strand cDNA Synthesis Flexible Pack, de 



11 

 

la compañía nzytech. La síntesis de cDNA se realizó con una incubación a 25ºC durante 10 

minutos, después se incubó a 50ºC durante 50 minutos, a continuación a 85ºC durante 5 minutos 

y finalmente se dejó enfriar en hielo a 4ºC. 

3.6.2.  qPCR 

Para la realización de la qPCR se ha utilizado el kit Vazyme AceQ SYBR® qPCR 

Master Mix, junto al equipo Applied Biosystem Step One Plus. Esta se realizó en una placa 

de 96 pocillos, donde se añadió en cada pocillo 4 µLde muestra a analizar y después una mix 

compuesta por Ace 2x Sbyr green master mix, los cebadores específicos del gen a estudiar 

y agua esterilizada.  Los cebadores se utilizaron a una concentración de 0,4 µM. Se depositó 

la mix en cada pocillo según el protocolo del fabricante. Después en el termociclador se 

realizó la qPCR utilizando: Primero un paso previo a la desnaturalización, incubando a 95ºC 

durante 5 minutos. Posteriormente se hace la fase de desnaturalización y anillamiento + 

extensión durante 40 ciclos que constan de dos etapas, una primera de 10 segundos a 95ºC y 

una segunda etapa de 30 segundos 60ºC. Finalmente se lleva a cabo la curva de fusión, la 

cual consta de 3 fases: Una fase inicial de 95ºC durante 15 segundos. Una segunda fase de 

60ºC durante 60 segundos y una fase final de 95ºC durante 15 segundos. Los cebadores de 

los genes utilizados para la realización de las qPCR están recogidos en la Tabla 1. 

Tabla 1. Cebadores de los genes empleados en la qPCR.  

 

 

 

CpH se ha elegido como gen control para referenciar los niveles de expresión del 

resto de genes. Se ha identificado LIF como un activador de fibroblastos invasivos hacia un 

fenotipo protumoral mediante la señalización por TGF-β (44) y también como un marcador 

de iCAF. Existe evidencia en PDAC acerca de la producción de una ECM rica en 
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Fibronectina (Fn) por parte de los CAFs, cuya consecuencia es un aumento en la malignidad 

del tumor (45), además de que junto a SMA es un marcador de myoCAFs (4). CXCL16 se 

ha seleccionado debido a que es una citoquina expresada por los CAFs para atraer monocitos 

y activar en mayor medida a los CAFs (46). Después de un tratamiento quimioterápico la 

exposición de IFNß1 a los fibroblastos, induce señales proinflamatorias, que al final 

conducen hacia un estado protumoral donde el cáncer se recupera del tratamiento que reciben 

los pacientes y promueve las recidivas (47). Además, tanto CXCL16 como IFNß1 se han 

encontrado in vivo por parte del grupo de investigación. 

3.7. Análisis de proteínas 

Para analizar proteínas se van a utilizar 2*106 células por placa de 10 cm2. Se sembraron 

las células con DMEM y FBS al 10% para permitir que las células se adhieran a la placa, a las 24 

horas se eliminó el medio y se lavó con PBS el pocillo. Posteriormente se añadieron 8 ml de 

medio sin suero con 1 g/L de glucosa y otra vez a las 24 horas se repitió el mismo procedimiento, 

pero añadiendo 5 ml de los medios condicionado y control sin suero y poca glucosa a su respectiva 

placa y se dejó incubar por 15 minutos. Debido a la elevada inestabilidad que presentan las 

proteínas, el resto de procedimiento se va a realizar en hielo. Posteriormente se lisaron las células, 

mediante el uso del Ripa buffer (NaCl 150 mM, Igepal al 1%, SDS al 0,1%, Tris 7,4 pH, Doc y 

H2O) durante 20 minutos en el agitador orbital. Con la ayuda de un cell scraper se recolectaron 

los lisados celulares. Se centrifugó a 20.817 rcf durante 15 minutos a 4ºC y se recogió el 

sobrenadante. 

3.7.1. BCA 

Para cuantificar las proteínas se empleó el Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Fisher). Se realizó una curva patrón a partir del estándar de albúmina de suero Bovino (BSA), 

como indica el protocolo. Una vez preparada la placa con las muestras y sus respectivos 

reactivos, se incubó durante 30 minutos a 37ºC en oscuridad. Posteriormente se analizó con 

el Perkin Elmer Wallac Victor 2 Spectrophotometer a 570 nm. 

3.7.2. Inmunoblot 

Las muestras de proteínas fueron separadas por un SDS/PAGE al 10% en 

condiciones de 45 amperios de forma constante durante 2 horas y media, llegando a un 

máximo de 110 voltios. Posteriormente se transfirieron las proteínas a membranas PVDF en 

condiciones de 100 amperios durante toda la noche a 4ºC. Las membranas fueron bloqueadas 

con 5% de leche en Tris Buffer Saline + 1x Tween (TBST). Después del bloqueo se incubó 

con el anticuerpo primario a 4ºC durante toda la noche y posteriormente 1 hora a temperatura 

ambiente. Se utilizaron los anticuerpos de AKT (2920S, Cell signaling) y Phospho-Akt 
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(4060S, Cell signaling) y también β-actina (3700S, Cell signaling). Las membranas fueron 

lavadas con TBST y luego incubadas con los anticuerpos secundarios apropiados por 1 hora 

a temperatura ambiente. Para el revelado de las muestras se utilizó el kit quimioluminiscente 

(Amersham™ ECL™ Prime Western blotting detection reagent) siguiendo el protocolo del 

fabricante y utilizando como sistema de análisis de imagen el dispositivo Alliance Q9 

Advanced (Uvitec). Las imágenes obtenidas se cuantificaron con el programa ImageJ (54). 

3.8. Análisis estadístico de los datos 

Para el análisis estadístico de los datos se han realizado one-way ANOVA seguido por el 

test de comparación múltiple de Tukey, para la comparación del grupo control con los medios 

condicionados. Para la comparación de los medios condicionados de KPC (con y sin HAPLN1) 

se realizó otro análisis con el t-test de Wilcoxon, usando la versión 9.3.1 de GraphPad Prism para 

Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com. 
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4. Resultados y discusión:  

4.1.Características morfológicas de las líneas celulares utilizadas: 

Se han utilizado las líneas celulares de KPC e ID8 y una variación de la línea de 

KPC que sobreexpresa HAPLN1, por tanto, el primer paso es visualizar estas líneas celulares 

para ver cómo se comportan en cultivo y que características morfológicas presentan. Estas 

líneas van a ser las productoras de los medios condicionados, los cuales nos van a permitir 

comprobar el papel de los factores secretados por los tumores sobre la actividad de los 

fibroblastos.  

Se puede apreciar en la Figura 4 que la línea celular ID8 crece de forma homogénea 

por toda la placa, dejando pocos huecos y las células crecen muy juntas, siendo células 

pequeñas y redondeadas. Por otro lado, la línea celular KPC presenta una gran cantidad de 

interacciones célula-célula, dejando diversas zonas de la placa sin cubrir, son células que se 

encuentran agrupadas entre los huecos que van dejando en la placa y presentan unas 

prolongaciones poco notorias características de los fibroblastos. Si vemos la línea celular de 

KPC + HAPLN1 se puede ver un cambio drástico con respecto a KPC ya que son células 

con más prolongaciones y de mayor longitud, no forman agrupaciones si no que se extienden 

por la placa y se puede ver como forman una red intercelular. 

 

Figura 4. Líneas celulares ID8, KPC y KPC + HAPLN1 en cultivo con condiciones de 10% 

FBS + 4,5 g/L de glucosa. Las imágenes han sido obtenidas después de 48 horas de cultivo 

a 37ºC con el microscopio digital invertido de la marca EVOS y después retocadas con el 

software ImageJ. 

4.2. Los medios condicionados inducen cambios visibles  

Una vez visualizadas las líneas celulares que van a ser usadas como medio 

condicionado, el siguiente paso es observar los posibles cambios que pueden sufrir las GRX, 

cuando son sometidas a medio sin suero para evitar su activación por el TGF-β presente en 

el suero, para ello se realizó un primer experimento donde se observan las GRX a las 48 

horas de la adición de los distintos medios condicionados.  
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Se observó que el grupo control presenta una mayor cantidad de células vivas y éstas 

se expanden de forma homogénea por la placa de cultivo, como se puede apreciar en la 

Figura 5. Por contrapartida, las células tratadas con el medio condicionado ID8 presentan 

muchas células muertas como puede apreciarse en la segunda columna de la Figura 5. Los 

medios condicionados KPC y KPC+HAPLN1 no presentan diferencias entre sí cuando son 

visualizados con el microscopio óptico en estas condiciones, aunque sí hay diferencias 

respecto del grupo control ya que presentan una morfología más alargada y un menor número 

de células. 

 

Figura 5. Línea celular GRX después de utilizar medios condicionados para ver la diferencia 

en su estadio y crecimiento. Se ha utilizado medio sin suero y con 1 g/L de glucosa para la 

realización de este experimento. Las imágenes han sido obtenidas desde el microscopio 

digital invertido de la marca EVOS. 

4.3. En condiciones de 1 g/L glucosa hay mucha muerte celular 

Para entender en mayor medida el estado en el que se encuentran las células, se 

realizó un conteo de viabilidad celular y así comprender en mayor medida que les está 

ocurriendo a las GRX a parte del cambio morfológico. Como resultado del conteo, se 

encontró que en ambas condiciones experimentales teníamos un patrón similar de tasa de 

supervivencia, siendo el medio condicionado obtenido a partir de la línea celular ID8 el que 

menor tasa de supervivencia presentaba, seguido de KPC, Tanto el control como 

KPC+HPLN1 presentaban los niveles más altos, como se puede observar en la Tabla 2. A 

pesar de esto, el grupo control presentaba un mayor número de células totales. 
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Tabla 2. Conteo y viabilidad celular sobre las GRX que se encuentran en la Figura 5. La 

tasa de supervivencia se ha obtenido a partir del contaje del número de células vivas y 

muertas y el número de células totales se ha obtenido como medida indirecta a partir de las 

células vivas y las diluciones realizadas a cada muestra. 

 

La condición experimental de 100.000 células ha dado problemas durante el análisis 

de resultados, esto se debe por una parte, al factor de dilución de 104 de la cámara de 

Neubauer, por lo que hay mucho margen de error en el análisis y se refleja notablemente en 

los resultados. Además, en la condición de 100.000 células hay muchas menos células que 

están en contacto, se acumulan menos señales de supervivencia y todo esto se refleja en tasas 

de supervivencia muy bajas. Del mismo modo, la condición experimental de 50.000 células 

también ha dado problemas y no se ha incluido en el análisis. A partir de la tabla 2, podemos 

plantearnos si los medios condicionados son efectivos sin suero y con niveles bajos de 

glucosa ya que la diferencia en el número de células y tasa de supervivencia respecto del 

control puede ser debida a un medio empobrecido en nutrientes y otros compuestos 

necesarios para el desarrollo de las GRX en cultivo. 

4.4. Influencia de los medios condicionados sobre el estadio celular 

Después de haber visto que en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes los 

medios condicionados disminuyen la supervivencia de los fibroblastos respecto del grupo 

control (Tabla 2), surgió la pregunta de si estos medios condicionados pueden generar 

cambios sobre el ciclo celular. Para ello, se pusieron en cultivo las células con 4% de suero 

ya que en condiciones de cultivo sin suero las células se quedan detenidas en fase G1 y no 

se verían diferencias entre las condiciones. Antes del análisis se volvió a contabilizar las 

células y así ver los efectos de la presencia de suero en la muestra y se vio que las GRX 

control presentaban el doble de células que el resto de medios condicionados, este hecho 

reafirma esa duda inicial respecto al consumo de los nutrientes por parte de los medios 

condicionados. 

Como resultado de la citometría, el grupo control presenta una mayor tasa de 

apoptosis que los medios condicionados (Figura 6.A), en cuanto a la fase G1 sólo se han 
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visto diferencias significativas entre KPC y KPC+HAPLN1 (Figura 6. B2), pero no hay 

diferencias entre los medios condicionados (Figura 6. B1). En la fase S el grupo control se 

encuentra más aumentado que ID8 (Figura 6. C) y en G2 hay menos en el grupo control que 

el resto de las condiciones (Figura 6. D1) y además KPC+HAPLN1 se encuentra en menor 

proporción que KPC (Figura 6. D2). En base a los resultados observados, se puede decir que, 

en estas condiciones, la expresión de HAPLN1 frena el ciclo celular, aumentando el tiempo 

que se encuentran las células en G1. 

 

Figura 6. Citometría de flujo, las células han sido cultivadas en las siguientes condiciones: 

4% suero y 4,5 g/L de glucosa. (A) Células en apoptosis. (B) Células en fase G1. (C) Células 

en fase S. (D) Células en fase G2. 
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4.5. Expresión de genes asociados a los CAFs mediante qPCR 

Debido a que las células tumorales afectan a la expresión génica de las células de su entorno 

(1), se quiere observar si los medios condicionados pueden mostrar estos cambios de 

expresión. Para ello, se han realizado varias qPCR para ver cómo cambia la expresión de 

ciertos genes expresados por los fibroblastos y que están relacionados con el proceso de 

reparación de heridas o involucrados en alguna vía inflamatoria. Se ha decidido realizar las 

qPCR sin suero debido al hecho que en el suero hay TGF-β, lo que puede interferir con los 

resultados ya que esta citoquina es capaz de activar a los fibroblastos (43) y no se verían 

diferencias en la activación por parte de los medios condicionados. Además, se han utilizado 

4,5 g/L de glucosa debido a que en la Tabla 2 se observa que 1 g/L de glucosa presenta una 

elevada tasa de muerte celular ya que las células sufrían mucho en estas condiciones. Para 

ver este efecto del aumento de la glucosa sobre las células, se repitió el experimento de 

viabilidad celular y la mejoría que se encuentra es abismal, como se puede observar en la 

Tabla 3.  

Tabla 3. Conteo y viabilidad celular sobre las GRX de forma previa al análisis por 

citometría de flujo. 

 

Como resultado de la qPCR se puede observar una disminución de ID8 en ambos genes 

(Figura 7.A1 y 7.B1), pero no se han encontrado diferencias entre KPC y KPC+HALPN1 

(Figura 7.A2 y 7.B2). LIF es un marcador de iCAFs mientras que FN es un marcador de 

myoCAFs y teniendo en cuenta la falta de expresión por parte de ID8 de ambos genes (Figura 

7.A1 y 7.B1), es posible que ID8 esté promoviendo un estado de desdiferenciación sobre las 

GRX, pero habría que seguir haciendo pruebas para poder confirmarlo, 
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Figura 7.  Expresión de los genes LIF y FN cuando son sometidos a los diferentes medios 

condicionados respecto del grupo control. Han sido normalizados con el control y se ha 

utilizado el gen CpH como referencia de expresión, en condiciones de 4,5 g/L de glucosa 

y sin suero. 

Hay genes que no se han incluido en la Figura 7 debido a los resultados inconcluyentes 

que se han obtenido en las qPCR, siendo IFNß1, CXCL16 y SMA imposibles de analizar 

estadísticamente. 

4.6.Análisis in sílico de la supervivencia global según los niveles de expresión 

de LIF y FN. 

Utilizando la herramienta Kaplan-Meier plotter, la cual toma información de diversas 

bases de datos, como por ejemplo, Gene Expression Omnibus (GEO), o The Cancer Genome 

Atlas (TCGA), se van a buscar los genes analizados en la qPCR. Se puede ver que en el EOC no 

hay una diferencia clara de si LIF es un gen de peor pronóstico ya que el p valor es del 0.2 y 

tampoco se ve una clara tendencia que los diferencie (Figura 8. A). Pero claramente se ve que en 

ambos tipos de cáncer un aumento en los niveles de FN es siempre marcador de mal pronóstico 

(Figura 8). 
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Figura 8. Supervivencia global de pacientes para la expresión de mRNA de los genes 

estudiados por qPCR. (A) Supervivencia global en EOC (n= 374). (B) Supervivencia global 

en PDAC (n = 177) a lo largo del tiempo.  

4.7. Análisis de Actina, AKT y P-AKT mediante Inmunoblot 

Dado que se ha mostrado en los datos preliminares del grupo de investigación que el 

modelo ID8 está asociado a una elevada producción de HA y que en KPC, HAPLN1 induce 

plasticidad tumoral también a través de la síntesis de HA, se cree que podría ser uno de los factores 

liberados por los medios condicionados. Por esta razón se va a evaluar la fosforilación de AKT 

como lectura de la señal del HA. Como resultado del Inmunoblot se vio que, como se esperaba, 

hay una expresión homogénea en los niveles de AKT comparados con los de β-Actina, pero hay 

diferencias en la fosforilación de AKT (Figura 9 A). Normalizando los niveles de fosforilación 

de AKT por su expresión total, se puede observar un aumento general de la fosforilación en ambos 

medios condicionados, siendo ID8 estadísticamente significativo (Figura 9. B1). Sin embargo, a 

pesar de que no se han encontrado diferencias significativas entre las condiciones KPC y 

KPC+HAPLN1, hay una tendencia de niveles de P-AKT más altos para KPC+HAPLN1 (Figura 

9. B2). Además, no se puede confirmar que la fosforilación de AKT sea debida únicamente a la 

presencia de HA, por lo que es necesario seguir haciendo más ensayos para confirmar o desmentir 

esta afirmación. 
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Figura 9. Western blot realizado sobre las GRX después de una incubación de 15 minutos a 37ºC 

los medios condicionados, en condiciones de 4,5 g/L de glucosa y sin suero. (A) Expresión de 

proteínas asociadas a AKT, incluyendo AKT, P-AKT y β-Actina. (B) Expresión de P-AKT 

relativa a los niveles de AKT presentes en las muestras. Se utilizó la expresión de AKT y β-Actina 

como control. 

5. Conclusiones 

En medio sin suero y con 1g/L de glucosa, las células se encuentran en un estado de estrés 

tal que imposibilita estudiar los efectos de los medios condicionados ya que las diferencias 

encontradas principalmente son debidas a una insuficiencia de nutrientes. Al usar medio con 

suero, hemos observado que las células crecen mejor y con tasas de supervivencia similares 

entre sí, además gracias al experimento de citometría de flujo se han podido apreciar 

diferencias en el ciclo celular, como que HAPLN1 retrasa en estas condiciones la división 

celular respecto a KPC. También se ha notado que ID8 puede promover en los fibroblastos 

un estado de desdiferenciación, pero habría que seguir investigando en el futuro para poder 

confirmarlo. En cuanto a la línea KPC, no se han encontrado diferencias significativas en 

cuanto a la expresión génica con respecto del grupo control, creemos que la causa de esto se 

debe a que los medios condicionados no representan fielmente el entorno del tumor, hay 

factores insolubles en estos medios que se pierden en la matriz, por lo que otra buena 

aproximación de cara al futuro sería cultivar las células directamente sobre una matriz de 

KPC e ID8. Finalmente, hemos visto en la fosforilación de AKT una gran diferencia de los 

medios condicionados respecto del grupo control, siendo ID8 el que más diferencia presenta 

y debido a la gran cantidad de HA presente en este tipo de tumores, se cree que esta proteína 

es la causante de la fosforilación, sin embargo, es necesario seguir investigando para 

confirmar que la fosforilación se deba al HA. 
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