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Albumin) 

CAF Fibroblasto asociado al cáncer (del inglés Cancer associated 

fibroblast) 
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CCL2 Proteína quimiotáctica de monocitos 
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CDH2 N-Cadherina  
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EMT Transición epitelio-mesenquimal (del inglés Epithelial to 
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Isothiocyanate) 
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Specific Protein 1)  
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HGF Factor de crecimiento de los hepatocitos (del inglés 
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iCAF Fibroblasto asociado al cáncer con fenotipo inflamatorio 

iCAF Fibroblasto asociado al cáncer con características 

inflamatorias 

ICGC Consorcio Internacional del Genoma del Cáncer (del inglés 

International Cancer Genome Connsortium) 

IFNγ Interferón γ 



 ABREVIATURAS 

 

   

 X 

IGF1 Factor de crecimiento de insulina (del inglés insulin like growth 

factor I) 
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KRAS Homólogo del oncogén viral del sarcoma de rata kirsten (del 

inglés Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog)  

LOX Lisil oxidasa 

MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos (del inglés 

Mitogen-Activated Protein Kinases)  

MAT Microambiente tumoral 

MC Medio condicionado 

mCAF Fibroblasto asociado al cáncer de matriz 

MCP1 Proteína quimiotáctica de monocitos (del inglés Monocyte 
Chemoattractant Protein-1) 

MDSC Células mieloides supresoras (del inglés Myeloid-Derived 

Suppressor Cells) 

MEC Matriz extracelular 

MET Transición mesénquima-epitelio (del inglés Mesenchymal to 

Epithelial Transition) 

MET Receptor del HGF 

mioCAF Fibroblasto asociado al cáncer con fenotipo miofibroblasto 

MMP Metaloproteinasa de la matriz 

MSC Células madre mesenquimales derivadas de la médula ósea 

(del inglés Mesenchymal stem cells) 

mTOR Diana de rapamicina en células de mamífero (del inglés 

mammalian Target Of Rapamycin)  

NAM Nicotinamida 
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NF-kB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 

las células B (del inglés Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) 

NK Célula asesina natural (del inglés Natural Killer cell)  

NNMT Nicotinamida N-metiltransferasa 

PARPs oli-ADP-ribosiltransferasa 

PBS Tampón fosfato-salino (del inglés Phosphate Buffered Saline) 

PD-1 Proteína 1 de la muerte celular programada (del inglés 

Programmed cell Death protein 1)  

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas (del inglés 

Platelet-Derived Growth Factor)  
PD-L1 Ligando 1 de la muerte celular programada 1 (del inglés 

Programmed cell Death 1 Ligand 1)  

PFA Paraformaldheído 

PGE2 Prostaglandina E2 

PI3K  Fosoinositol-3 quinasa (del inglés Phosphatidylinositol 3-
Kinase)  

PP2A Proteína fosfatasa 2A 

PPAR𝛾 Receptor activado por proliferadores peroxisomales 

PTCH1 del inglés Patched-1 

PTEN del inglés phosphatase and tensin homolog 

RAF del inglés proto-oncogene, serine/threonine kinase 

RAS  Oncogén viral del sarcoma de rata (del inglés Rat Sarcoma)  

RB Proteína asociada al retinoblastoma 

ROS ROS Protooncogén 1, Receptor Tirosina Quinasa  

RTK Rector de tirosina quinasa (del inglés Receptor Tyrosine 

Kinases)  

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (del 

inglés Real Time Polymerase Chain Reaction) 

SAH S-adenosil homocisteína 

SAM S-adenosilmetionina 

SBF Suero bovino fetal 
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SDS-PAGE Dodecil sulfato de socio (del inglés Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylammide gel electrophoresis) 

SG Supervivencia global 
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SMAD Proteína de la mosca homóloga a la proteína morfogénica 

ósea humana (del inglés Mothers Against Decantaplegic 
homolog)  

SNAIL Del inglés Zinc finger protein 

SNP Polimorfismo de nucleótido único (del inglés Single nucleotide 

polymorphisms) 

STAT3 Transductor de la señal y activador de la transcripción (del 

inglés Signal Transducer and Activator of Transcription)  

TAM Macrófagos asociados a tumores (del inglés Tumor 

Macrophagues Associated) 

TBS-tween Tampón Trizma Salino-Tween 20 

TEMED Tetrametiletilendiamina 

TGFB1 Factor de crecimiento transformante beta 1 (del inglés 

Transforming Growth Factor beta 1)  

TIMP Inhibidores de las metaloproteinasas de la matriz (del inglés 

Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) 

TSP1 Trombospondina-1  

TWIST Proteína relacionada con la torsión (del inglés Twist-related 

protein)  

ULA Ultra baja adherencia (del inglés Ultra Low attachment) 

vCAF Fibroblasto asociado al cáncer vascular 

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular (del inglés 

Vascular Endothelial Growth Factor)  
VIM Vimentina 

Wnt Miembro 1 de la familia Wnt  

ZEB Del inglés Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 
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El carcinoma pulmonar es la principal causa de muerte relacionada con 

el cáncer debido a su alta prevalencia y mal pronóstico, siendo el cáncer 

pulmonar no microcítico (CPNM) la histología más prevalente. Los últimos 

avances en el diseño de terapias dirigidas han proporcionado un beneficio 

clínico significativo para pacientes cuyos tumores presentan mutaciones 

activadoras en oncogenes como EGFR, ROS1 o ALK. Actualmente, los 

pacientes de CPNM con mutaciones en EGFR son tratados con inhibidores de 

tirosina quinasa (ITQs) los cuales han demostrado una gran eficacia clínica. Sin 

embargo, los pacientes recaen debido a la aparición de resistencias 

inevitablemente a través de múltiples mecanismos moleculares que no solo 

afectan a las células tumorales. De hecho, el estudio del microambiente 

tumoral (MAT) ha cobrado especial relevancia en los últimos años. El MAT está 

compuesto por una gran variedad de células no tumorales (como los 

fibroblastos asociados al cáncer, CAFs) y proporciona un entorno favorable 

para la progresión tumoral, la metástasis y la regulación del metabolismo. La 

NNMT (Nicotinamida N-metiltransferasa) se ha identificado como un factor 

metabólico que modula la transición epitelio-mesenquimal (EMT) en células 

tumorales y el fenotipo CAF en el MAT del cáncer ovárico. Con estos 

antecedentes, postulamos que la NNMT del estroma podría modular el fenotipo 

miofibroblasto de los CAFs del estroma del CPNM, y mediar la resistencia 

adquirida a los ITQs de EGFR.  

El análisis de cultivos primarios de muestras pareadas de fibroblastos 

normales (FNs) y CAFs aislados de pacientes de CPNM demostró que los CAFs 

presentan una menor capacidad proliferativa, migratoria y mayor 

contractibilidad, secreción de componentes de la matriz extracelular y de 

TGFB1, características propias del fenotipo miofibroblasto. Además, los CAFs 

sobreexpresan NNMT y algunos marcadores fibróticos y de la EMT, 
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observándose una coexpresión entre -SMA y NNMT. El análisis 

inmunohistoquímico de las biopsias quirúrgicas demostró una correlación entre 

los niveles de NNMT en los CAFs, el volumen de tumor ocupado por el estroma 

y un peor pronóstico de los pacientes. Además, la represión de NNMT en los 

CAFs con técnicas de silenciamiento génico revirtió parcialmente el fenotipo 

miofibroblasto. Por otro lado, el cocultivo bidimensional y tridimensional de 

células tumorales con CAFs incrementó la resistencia a los ITQs de EGFR. En 

este último, la inhibición de la NNMT estromal aumentó la sensibilidad a estos 

inhibidores, además de mitigar el fenotipo EMT. Finalmente, identificamos el 

factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) como un importante mediador en 

la resistencia adquirida a ITQs de EGFR dependiente de la actividad NNMT 

estromal. En conclusión, nuestros resultados indican que la NNMT juega un 

papel relevante en la actividad protumoral de los CAFs de CPNM, la evolución 

clínica de los pacientes y la resistencia a los ITQs de EGFR.  
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1. EL CÁNCER 

El cáncer es un conjunto de enfermedades en el que las células de un 

tejido específico no responden adecuadamente a las señales de regulación de 

diferenciación, supervivencia, proliferación y muerte celulares, de forma que se 

produce un crecimiento anormal y descontrolado. Cuando se trata de tumores 

malignos, las células cancerosas pueden invadir tejidos adyacentes o incluso 

metastatizar a tejidos lejanos a través de la circulación linfática o sanguínea 

(Cooper, 2000).  

La forma más común de clasificar el cáncer atiende al tipo de célula de 

origen y sus características histológicas. Los carcinomas esporádicos son el 

tipo de cáncer más frecuente y se originan a partir de las células epiteliales. 

Cuando el carcinoma afecta al tejido glandular que reviste ciertos órganos, se 

denomina adenocarcinoma (AC) y si el tumor afecta a los tejidos que revisten 

órganos, se denomina carcinoma de células escamosas o epidermoide. Los 

sarcomas son el tipo de cáncer del tejido conectivo o conjuntivo, como son los 

huesos o cartílagos. Leucemias, mielomas y linfomas, también conocidos como 

cánceres hematológicos, se originan a partir de células sanguíneas (Cooper, 

2000; Robert A. Weinberg, 2014).  

Actualmente definimos el cáncer como una enfermedad genética, 

causada por mutaciones en genes que controlan el funcionamiento celular. 

Estos genes codifican proteínas que modulan la división y el crecimiento 

celular, y por ello, permiten evadir los mecanismos homeostáticos tisulares 

(Stratton et al., 2009). Las mutaciones pueden deberse a errores que se 

producen al dividirse las células, a la exposición a agentes mutagénicos 

presentes en el medio ambiente, o bien, a factores hereditarios (Basu, 2018; 
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Kumari et al., 2022). En situaciones fisiológicas, el organismo elimina las células 

con alteraciones en el ADN antes de que se vuelvan malignas. Sin embargo, 

dicha capacidad disminuye con el paso de los años contribuyendo a la 

carcinogénesis (López-Otín et al., 2013; Tyner et al., 2002). 

El cáncer es una enfermedad heterogénea tanto intra- como 

interindividualmente. A medida que este avanza, se producen cambios 

adicionales, incluso dentro de un mismo tumor, que incrementan la 

heterogeneidad genética intratumoral. Las alteraciones genéticas que 

contribuyen al cáncer suelen afectar a tres tipos principales de genes: 

protooncogenes, genes supresores de tumores y genes de reparación del ADN 

en un entorno epigenético permisivo (Vogelstein & Kinzler, 2004). En 

condiciones fisiológicas, los protooncogenes intervienen en el crecimiento y la 

división celular, pero de manera negativa. Cuando estos genes sufren 

mutaciones, pueden convertirse en genes causantes de cáncer, también 

llamados oncogenes. Por otro lado, los genes supresores de tumores también 

intervienen en el control del crecimiento y la división celular. La inactivación de 

estos genes desencadena divisiones celulares descontroladas que impulsan la 

carcinogénesis (Tran et al., 2008). En el caso de las mutaciones inactivadoras 

en los genes reparadores del ADN, las células tienden a desarrollar 

inestabilidad genética y cambios en sus cromosomas, como duplicaciones y 

deleciones (Hahn & Weinberg, 2002). Esta alta capacidad mutacional puede 

proporcionar características ventajosas que favorecen la progresión del cáncer 

al desarrollar muy diversas características patológicas (Hanahan & Weinberg, 

2011).  
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1.1. Fisiopatología del cáncer 

Hace ya más de dos décadas, Hanahan y Weinberg, y con 

actualizaciones en 2011 y 2022, propusieron un conjunto de rasgos 

funcionales que permitían a las células evolucionar paulatinamente a un estado 

neoplásico, adquiriendo capacidades tumorigénicas y finalmente, malignas y 

metastásicas, lo cual proporciona una autonomía frente a señales externas 

(Figura 1) (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011). Aunque todos los 

cánceres pueden caracterizarse por la adquisición de estas propiedades 

distintivas, los medios por los que se adquieren son diversos. Asimismo, 

determinados cambios genéticos pueden conferir simultáneamente más de 

una capacidad a una célula cancerosa, lo que contribuye a la heterogeneidad 

de esta enfermedad (Brennan et al., 2010; Hanahan & Weinberg, 2011). 

Además, las células tumorales interaccionan con otros tipos celulares de su 

entorno, aparentemente normales, lo cual favorece la adquisición de rasgos 

distintivos para dar lugar al denominado microambiente tumoral (MAT). En los 

últimos años se ha consolidado la idea de que la biología de los tumores 

requiere abordar cada uno de los componentes que forman parte del MAT 

(Hanahan & Weinberg, 2011). De este modo, las células del estroma asociado 

al tumor participan activamente en la tumorigénesis, contribuyendo a la 

adquisición de dichos sellos o características distintivas, lo cual constituye el 

eje central de este trabajo. 
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Figura 1: Sellos distintivos del cáncer. Adaptado de (Hanahan, 2022). 

A continuación, se describirán brevemente algunos de los sellos 

distintivos adquiridos por las células tumorales. 

a) Activación de señales proliferativas. Las células de tejidos normales 

controlan las señales que promueven el crecimiento y la división celular. 

De este modo se consigue la homeostasis, manteniendo la arquitectura y 

función normal del tejido. Sin embargo, en las células tumorales, se 

produce una desregulación de dichas señales, normalmente controladas 

por factores de crecimiento que se unen a receptores de la superficie 

celular con dominios de tirosina quinasa intracelulares. Las células 

tumorales pueden mantener las señales proliferativas a través de 

mutaciones en los receptores de ligandos del factor de crecimiento, la 

estimulación de forma autocrina, o bien, paracrina, enviando señales para 

estimular a células del estroma asociado al tumor que, a su vez, 
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interaccionan con las células tumorales mediante factores de crecimiento 

(Bhowmick et al., 2004; Cheng et al., 2008).  

b) Evasión de señales supresoras del crecimiento. Este proceso lo regulan 

principalmente genes supresores de tumores. Los dos supresores 

tumorales más frecuentemente inactivos son el gen RB1 (codifica para la 

proteína asociada al retinoblastoma (RB)) (Burkhart & Sage, 2008) y el 

gen TP53 (Greenblatt et al., 1994). La RB transduce señales inhibidoras 

del crecimiento que se originan mayoritariamente fuera de la célula. 

Aquellas células con defectos en la vía RB sufren una proliferación celular 

persistente. Por otro lado, la TP53, o también llamado “guardián del 

genoma”, se encarga de recibir señales de estrés y anormalidad 

intracelular. Actúa como sensor de daño en el genoma o en las señales 

promotoras del crecimiento, pudiendo detener la progresión del ciclo 

celular (Sherr & McCormick, 2002).  

c) Resistencia a la muerte celular. La apoptosis o muerte programada es un 

mecanismo de eliminación de células no deseadas, dañadas 

genéticamente o desconocidas. Sin embargo, este papel protector frente 

a posibles enfermedades se atenúa en aquellos tumores que consiguen 

progresar hasta la malignidad y resistencia a la terapia (Adams & Cory, 

2007; Lowe et al., 2004). Una de las formas más comunes de evadir la 

muerte celular se basa en la pérdida del gen supresor tumoral TP53 

(Junttila & Evan, 2009). Por otra parte, los tumores también pueden 

aumentar la expresión de reguladores antiapoptóticos (BCL2, BCL-XL) o 

señales de supervivencia (IGF1/2) disminuyendo factores proapoptóticos 

(BAX, PUMA, BIM).  
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d) Potencial de replicación ilimitada. Las células que forman parte de los 

tejidos normales tienen un número limitado de ciclos de crecimiento y 

división celular. De forma normal, los telómeros se acortan 

progresivamente hasta perder la capacidad de protección de los extremos 

del ADN cromosómico, llegando finalmente a constituir una amenaza para 

la viabilidad celular. Sin embargo, como se evidencia en múltiples trabajos, 

las células pueden presentar un potencial de replicación ilimitada por la 

protección de los extremos de los cromosomas por los telómeros. Esto es 

debido a la telomerasa, la enzima encargada de agregar fragmentos 

repetidos de ADN a los telómeros (Blasco, 2005; Shay & Wright, 2000). 

De este modo, al extender el ADN telomérico, se estaría fomentando la 

resistencia a la senescencia y la apoptosis (Raynaud et al., 2010). 

e) Angiogénesis. Los tumores, al igual que los tejidos normales, requieren de 

nutrientes y oxígeno, así como la capacidad de poder eliminar desechos 

metabólicos y dióxido de carbono. Durante la progresión tumoral, la 

activación de la angiogénesis promueve la neovascularización para 

satisfacer las necesidades tumorales (Hanahan & Folkman, 1996). Se han 

descrito proteínas de señalización que se unen a receptores de superficie 

como reguladores angiogénicos, destacando el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) como estimulador del crecimiento de nuevos 

vasos sanguíneos y la trombospondina-1 (TSP-1), que favorece señales 

supresoras para contrarrestar los estímulos proangiogénicos (Baeriswyl & 

Christofori, 2009; Bergers & Benjamin, 2003). 

f) Invasión y metástasis. La adquisición de características fenotípicas de las 

células tumorales puede favorecer la progresión de los tumores al 

promover la invasión local y metástasis. Se destaca el cambio en la 

morfología, en la adhesión a otras células y a la matriz extracelular (MEC). 
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La disminución de la capacidad de adhesión viene dada mayoritariamente 

por la pérdida de E-Cadherina (CDH1) y un incremento de N-Cadherina 

(CDH2) u otras moléculas que se relacionan con la migración durante la 

embriogénesis o inflamación (Cavallaro & Christofori, 2004). Estos 

cambios fenotípicos permiten un escenario idóneo para la invasión local 

seguida de una intravasación en los vasos sanguíneos y linfáticos 

cercanos para llegar a tejidos distantes, formación de pequeños nódulos 

de células tumorales y, en última instancia, el crecimiento hasta 

convertirse en tumores macroscópicos (Fidler, 2003; Talmadge & Fidler, 

2010). 

g) Inestabilidad genética y mutabilidad. Los sellos distintivos anteriormente 

explicados dependen en gran medida de variaciones en los genomas de 

las células neoplásicas, o bien, en cambios no mutacionales que afectan 

a la regulación de la expresión génica (Berdasco & Esteller, 2010; Esteller, 

2007; P. A. Jones & Baylin, 2007). Estos cambios favorecen la progresión 

tumoral al acelerar la acumulación de genotipos favorables (Artandi & 

DePinho, 2010). Los fallos en los “guardianes del genoma”, como 

consecuencia a una mayor sensibilidad a los agentes mutagénicos, 

desencadenan una mayor tasa de mutación en las células tumorales 

(Ciccia & Elledge, 2010; Friedberg et al., 2006; Harper & Elledge, 2007; 

Lane, 1992; Negrini et al., 2010). Además, la telomerasa también actúa 

como un cuidador responsable del mantenimiento de la integridad del 

genoma. La pérdida de ADN telomérico en muchos tumores puede 

generar inestabilidad, amplificación y delección de segmentos 

cromosómicos (Artandi & DePinho, 2010). 

h) Inflamación tumoral. Las células inmunitarias se encuentran presentes en 

la gran mayoría de las lesiones neoplásicas (Flier et al., 1986). Aunque en 
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un primer momento se pensó que la principal función de las infiltraciones 

era erradicar los tumores, a principios del siglo XXI se empezaron a 

asignar funciones tumorigénicas. De este modo, la inflamación puede 

contribuir a la adquisición de características distintivas a través de factores 

de crecimiento, factores proangiogénicos, enzimas modificadoras de la 

matriz que promueven la angiogénesis, invasión y metástasis, así como 

señales inductoras de la activación de la transición epitelio-mesenquimal 

(EMT) (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Karnoub & 

Weinberg, 2007; Qian & Pollard, 2010). Además, las especies reactivas 

del oxígeno que pueden liberar las células inflamatorias son mutagénicas, 

lo cual acelera la evolución genética hacia estados de mayor malignidad 

(Grivennikov et al., 2010).  

i) Reprogramación del metabolismo energético. En las células tumorales, la 

proliferación descontrolada requiere de un ajuste metabólico para poder 

llevar a cabo el crecimiento y división celular. A principios del siglo XX, 

Otto Warburg observó que las células tumorales, incluso en presencia de 

oxígeno, pueden reprogramar su metabolismo de la glucosa hacia la ruta 

de la glucólisis, una ruta menos eficiente energéticamente hablando 

comparada con la fosforilación oxidativa mitocondrial (Warburg, 1956; 

Warburg et al., 1927). Posteriormente, se observó cómo esta activación 

de la ruta glucolítica está asociada a oncogenes activados como RAS, 

MYC y supresores tumorales mutantes TP53 (DeBerardinis et al., 2008; 

R. G. Jones & Thompson, 2009). Además, la desviación hacia la ruta 

glucolítica permite utilizar los intermediarios glucolíticos en vías 

biosintéticas, como son la generación de nucleósidos y aminoácidos. Esto 

facilita la biosíntesis de macromoléculas necesarias para la proliferación 

celular activa (Heiden et al., 2009). Los estudios han demostrado cómo 
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algunos tumores presentan dos subpoblaciones de células tumorales que 

se diferencian en las rutas de obtención de energía. Una subpoblación 

hipóxica, formada por células dependientes de glucosa que secretan 

lactato; y la otra oxigenada, que utilizaría preferentemente el lactato, 

funcionando ambas de forma simbiótica (Feron, 2009; Kennedy & 

Dewhirst, 2009). 

j) Evasión inmunitaria. El sistema inmunitario actúa como una barrera para 

la formación y progresión tumoral. Sin embargo, algunos tumores 

desarrollan la capacidad de eludir este sistema de defensa e incluso frenar 

la muerte celular inducida por el mismo. Este hecho es uno de los 

obstáculos para diseñar estrategias terapéuticas eficaces. Algunas de las 

funciones inmunológicas que utilizan las células tumorales para llevar a 

cabo dicha evasión son el ataque a la función de los linfocitos T citotóxicos, 

la presentación de antígenos, la modificación de la producción de 

mediadores inmunosupresores o la desviación inmunitaria (Vinay et al., 

2015). 

En su última versión, Hanahan propuso la inclusión nuevas 

características distintivas de las células tumorales tales como son la plasticidad 

fenotípica, la diferenciación alterada, la reprogramación epigenética no 

mutacional y los microbiomas polimórficos. De este modo, las células malignas 

pueden cambiar su identidad y convertirse en algo más proclive a la 

proliferación. Además, podría añadirse el efecto de la senescencia de diversos 

tipos celulares del microambiente tumoral (Hanahan, 2022). 
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1.2. El cáncer de pulmón 

1.2.1. Epidemiología del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón se considera la primera neoplasia a nivel mundial 

con mayor incidencia (12,4%) y la principal causa de muerte relacionada con 

el cáncer en hombres y mujeres (18,7%) (Figura 2).  

Figura 2: Tumores más frecuentemente diagnosticados en el mundo. Incidencia y 

mortalidad para el año 2020, en ambos sexos. Adaptado de (Globocan 2024, 

http://gco.iarc.fr/today). 

De manera global, los países occidentales presentan una mayor tasa de 

incidencia de cáncer de pulmón. Así mismo, países asiáticos en vías de 

desarrollo, como es el caso de China, lideran las primeras posiciones de esta 

enfermedad (Figura 3) (Globocan, http://gco.iarc.fr/today). 
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Figura 3: Estimación de la incidencia mundial de cáncer pulmonar en ambos sexos. 

(Globocan 2024, http://gco.iarc.fr/today). 

Se ha observado que la tasa de mortalidad por cáncer de pulmón en las 

mujeres es mayor que la de los hombres en los países industrializados, hecho 

que no ocurre en los países en vías de desarrollo (Torre et al., 2015). Además, 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que las muertes por este 

tipo de neoplasia seguirán aumentando como consecuencia del incremento del 

consumo de tabaco en todo el mundo, especialmente en Asia. En el caso de 

España, la incorporación de la mujer al hábito tabáquico hizo que el cáncer de 

pulmón pasara de ser el cuarto más diagnosticado en 2015, al tercero en 2019 

entre las mujeres. En el 2022 se mantuvo en tercer lugar con una incidencia 

del 7%, por detrás del cáncer de colon y mama, con un 12,9% y 28,9% 

respectivamente (Globocan, http://gco.iarc.fr/today). 

En el 2022 se diagnosticaron más de 33.000 nuevos casos de cáncer 

de pulmón en España, siendo el cuarto tipo de cáncer más frecuente, por 

detrás del de colon, mama y próstata entre los hombres y las mujeres. Se 

estima que la supervivencia de este tipo de neoplasia a los 5 años tras el 

diagnóstico es aproximadamente del 15%. El mal pronóstico del cáncer de 

pulmón respecto a otros cánceres, como son los de mama o colon, está 
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relacionado con la aparición tardía de las manifestaciones y, por tanto, el 

diagnóstico suele realizarse en estadios avanzados. Este hecho determina que 

menos del 20% de los pacientes con cáncer de pulmón sean candidatos a la 

resección quirúrgica curativa, siendo el abordaje terapéutico más eficaz para 

el tratamiento de esta patología. 

1.2.2. Clasificación histológica del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón presenta multitud de alteraciones genéticas y 

fenotípicas, pudiendo distinguir diferentes tipos según sus características 

histológicas (Figura 4). Alrededor del 85% de los casos son de tipo no 

microcítico (CPNM), mientras que el 15% se engloba como cáncer de pulmón 

de tipo microcítico (CPM) (Travis, 2020; Zheng, 2016). 

 

Figura 4: Representación gráfica de los distintos tipos y subtipos histológicos de 

cáncer de pulmón. 
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1) Cáncer de pulmón de células pequeñas o microcítico (CPM). Se considera 

una neoplasia agresiva donde los pacientes suelen desarrollar metástasis 

con rapidez. El CPM se localiza en las vías respiratorias principales, con 

células tumorales de pequeño tamaño. 

2) Cáncer de pulmón de células no pequeñas o no microcítico (CPNM). 

Existen varios subtipos que se originan en diferentes tipos de células de 

pulmón: 

a) Adenocarcinoma (AC). Es el subtipo más común, con el 40% de los 

CPNM. Se considera una neoplasia epitelial maligna con 

diferenciación glandular o producción de mucina y localización 

periférica en el pulmón. En cuanto al perfil sociodemográfico, es 

mayoritario en mujeres, jóvenes y no fumadoras, aunque la mayoría 

de los casos se desarrollen en exfumadores o fumadores. 

Generalmente, suele diagnosticarse antes de la propagación, 

teniendo buen pronóstico las personas que sufren adenocarcinoma 

in situ, o anteriormente denominado carcinoma bronquioalveolar. 

b) Carcinoma de células escamosas o epidermoide (CCE). Representa 

alrededor del 30% de los CPNM. Es el tipo de cáncer que se relaciona 

con el tabaquismo. Se originan a partir de las células escamosas, las 

cuales son células planas que cubren el interior de las vías 

respiratorias de los pulmones. Las lesiones se localizan en la parte 

central de los pulmones, cerca de una vía respiratoria principal como 

es el bronquio.  

c) Carcinoma de células grandes (CCG). Constituye la minoría de los 

casos de CPNM (15%), presentándose mayoritariamente en 

personas fumadoras. Se caracteriza por una tasa de crecimiento y 
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propagación muy elevada, lo cual dificulta su tratamiento. Suele 

localizarse en la periferia, con aspecto necrótico. Las células 

tumorales son grandes y de forma poligonal con núcleos pleomórficos 

y vesiculares, las cuales forman láminas o nidos sólidos sin patrón. 

1.2.3. Estratificación clínica del cáncer de pulmón: clasificación TNM 

Existen diferentes tipos de sistemas de estadificación, siendo el más útil 

y común el sistema TNM. Esta clasificación permite describir la gravedad de la 

enfermedad utilizando letras y números para hacer referencia al tamaño 

tumoral, la infiltración a los ganglios y la presencia de metástasis (Tabla 1) 

(Lababede & Meziane, 2018). 

• T (tumor): hace referencia al tamaño y extensión del tumor primario. 

• N (nódulo): indica si el cáncer se ha propagado a los ganglios o nódulos 

linfáticos cercanos. 

• M (metástasis): determina si el cáncer se ha diseminado hacia otras 

partes del cuerpo. 

 

Tabla 1: Clasificación TNM del cáncer de pulmón  

T (tumor primario) 

Tx Tumor diagnosticado a base de la detección de células neoplásicas 

en el esputo o lavado bronquial, pero no visible en pruebas 

radiológicas o broncoscopia 

T0 No hay evidencia de tumor primario 

Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumor ≤3 cm en su diámetro mayor rodeado por pulmón o pleura. No 

hay evidencia de invasión del bronquio principal 

T1 (mi) Adenocarcinoma mínimamente invasivo 

T1a Tumor ≤ 1cm en su diámetro mayor 
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T1b Tumor > 1 cm y ≤ 2 cm en su diámetro mayor 

T1c Tumor > 2 cm y ≤ 3 cm en su diámetro mayor 

T2 Tumor > 3 cm y ≤ 5cm en su diámetro mayor o ≥ 1 cm si invade 

bronquios principales sin incluir la bifurcación de la tráquea, si invade 

la pleura visceral o si induce atelectasia o neumonía obstructiva que 

se extiende hasta el hilio 

T2a Tumor > 3 cm y ≤ 4 cm en su diámetro mayor 

T2b Tumor > 4 cm y ≤ 5 cm en su diámetro mayor 

T3 Tumor > 5 cm y ≤ 7 cm en su diámetro mayor o ≥ 1 cm si invade 

directamente la pleura parietal, pared torácica, nervio frénico o 

pericardio 

T4 Tumor > 7 cm en su diámetro mayor o ≥ 1 cm si invade el diafragma, 

mediastino, corazón, tráquea, o presenta parios focos en el otro lóbulo 

pulmonar del mismo pulmón 

N (Ganglios linfáticos regionales) 

NX Los ganglios linfáticos regionales no pueden ser evaluados 

N0 No hay evidencia de metástasis en los ganglios linfáticos regionales 

N1 Metástasis en los ganglios hiliares ipsilaterales o peribronquiales o 

invasión directa de dichos ganglios 

N2 Metástasis en los ganglios subcarinales y/o mediastínicos ipsilaterales 

N3 Metástasis en los ganglios supraclaviculares, ganglios hiliares o 

mediastínicos contralaterales 

M (Metástasis a distancia) 

MX No se puede evaluar la presencia de metástasis a distancia 

M0 No se observa metástasis a distancia 

M1a Se observa foco de cáncer en el pulmón contralateral, 

pleura/pericardio o derrame pleural/pericárdico 

M1b Nódulo(s) tumoral(es) a distancia 

M1c Metástasis a distancia en múltiples órganos 

A partir de esta jerarquización se puede evaluar el pronóstico de la 

enfermedad y diseñar un plan de tratamiento específico para los pacientes.  
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1.2.4. Etiología del cáncer de pulmón  

La principal causa del cáncer de pulmón es el tabaquismo, debido a la 

presencia de más de 4.000 componentes químicos en el humo de los 

cigarrillos. De estos, más de 55 son considerados sustancias cancerígenas por 

la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer. Destacan los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP), aminas aromáticas, N-

nitrosaminas y otros compuestos orgánicos e inorgánicos como el benceno, 

arsénico y el cromo (Dela Cruz et al., 2011). La activación de los HAP conlleva 

a la formación de aductos de ADN y consecuentemente, metilación de genes, 

cambios en la secuencia del ADN, amplificación o deleción de segmentos de 

ADN, entre otros (Hecht, 1999). De este modo, el consumo activo del tabaco 

aumenta el riesgo de cáncer de pulmón entre 5 y 10 veces, con una clara 

relación dosis-respuesta (Schwartz & Cote, 2016). Asimismo, la exposición al 

humo del tabaco en los no fumadores también aumenta el riesgo de sufrir esta 

neoplasia en un 20%. Los posibles riesgos asociados al consumo actual de 

cigarrillos electrónicos aún no se han definido (Barta et al., 2019). Además del 

tabaco, existen otros factores de riesgo: 

• Contaminación ambiental y exposición de agentes cancerígenos en el 

trabajo: existen estudios que respaldan el riesgo de desarrollo del 

cáncer de pulmón por la presencia de determinadas sustancias 

presentes en el aire o en el agua como el arsénico o el gas radón. 

También se destaca la exposición laboral a productos químicos como 

minerales radiactivos y derivados del carbón que favorecen la inducción 

del daño oxidativo y el desarrollo de mecanismos carcinogénicos 

(Lemjabbar-Alaoui et al., 2015). 
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• Factores genéticos: Estudios más recientes afirman que los pacientes 

con familiares de primer grado con cáncer de pulmón tienen un mayor 

riesgo, incluso después de controlar el consumo de tabaco. Además, 

se han identificado polimorfismos (SNPs, Single nucleotide 

polymorphisms) que afectan a genes que codifican diversas enzimas, 

como las del Citocromo p450, los genes de reparación del ADN y 

detoxificadoras de xenobióticos (Schwartz et al., 2007). 

• EPOC y otras afecciones pulmonares: las investigaciones establecen 

un mayor riesgo de cáncer de pulmón en aquellas personas fumadoras 

con enfermedades obstructivas crónicas (EPOC), bronquitis crónica, 

neumonía o tuberculosis (Brenner et al., 2011). Se plantea una relación 

entre el cáncer de pulmón y la EPOC a través de la inflamación 

recurrente, la transición epitelio-mesenquimal (EMT) y la remodelación 

de la MEC. Además, varios estudios han identificado asociaciones entre 

el enfisema y el cáncer de pulmón en varios loci cromosómicos 

basándose en que la susceptibilidad al cáncer de pulmón puede incluir 

variantes genéticas relacionadas con la EPOC (Young & Hopkins, 

2010). 

1.2.5. Manifestaciones y diagnóstico del cáncer de pulmón  

El mal pronóstico del cáncer de pulmón está relacionado con la aparición 

tardía de las manifestaciones clínicas y, por tanto, el diagnóstico suele 

realizarse en estadios avanzados. Los síntomas más comunes son tos 

recurrente que puede aparecer con hemoptisis, ronquera, pérdida de peso y 

apetito, cansancio, debilidad e incluso infecciones pulmonares (Ruano-Raviña 

et al., 2020; Xing et al., 2019). 



 INTRODUCCIÓN 

 20 

El diagnóstico del cáncer de pulmón varía según la histología, el tamaño 

del tumor, la ubicación y la etapa (Latimer & Mott, 2015). La necesidad de un 

diagnóstico preciso requiere de la participación de diferentes profesionales 

sanitarios como son los neumólogos, radiólogos de tórax, oncólogos, cirujanos 

y patólogos. Los estudios de las células del tejido pulmonar pueden realizarse 

a partir de diferentes métodos (Latimer & Mott, 2015; Rivera et al., 2013): 

• Estudios por imágenes: radiografía de tórax, resonancia magnética y 

tomografía por emisión de positrones. 

• Citología del esputo: este método es utilizado en pacientes con 

lesiones centrales. 

• Toracocentesis: se basa en el estudio del líquido que envuelve los 

pulmones en caso de derrame pleural maligno. 

• Biopsia con aguja o mediante cirugía laparoscópica: implica la 

inserción de instrumentos quirúrgicos a través de pequeñas incisiones 

en la piel para extirpar una muestra de tejido. 

• Ultrasonido endobronquial y aspiración con aguja transbronquial: esta 

técnica permite visualizar las estructuras dentro del tórax y aspirar 

muestras de tejido de las lesiones sospechosas. 

1.3. Genética del cáncer de pulmón no microcítico 

En las últimas décadas, los avances en el estudio de los mecanismos 

moleculares han permitido comprender la progresión tumoral, así como el 

descubrimiento de nuevas terapias dirigidas, que se desarrollarán en 

apartados posteriores. Las células del CPNM presentan una serie de 

alteraciones genéticas y epigenéticas, que permiten la evolución hacia un 

cáncer invasivo (Inamura, 2017). Tras el desarrollo del cáncer primario, la 

acumulación continuada de anomalías adquiridas influye en los procesos de 
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invasión, metástasis y resistencia al tratamiento del cáncer (Harvey I. Pass, 

2010). Además, el aumento de la expresión de factores de crecimiento, la 

angiogénesis mantenida y la evasión de la apoptosis favorecen la progresión 

tumoral hacia un fenotipo invasivo (Wadowska et al., 2020).  

Los avances de la genómica del cáncer se han llevado a cabo gracias a 

los esfuerzos de investigación del “Atlas del Genoma del Cáncer” (The Cancer 

Genome Atlas Program (TCGA)-NCI) (Carrot-Zhang et al., 2020; G. F. Gao et 

al., 2019). Este proyecto público ha caracterizado molecularmente más de 

20.000 muestras de cánceres primarios, abarcando 33 tipos de cáncer y ha 

generado una gran cantidad de datos genómicos, epigenómicos, 

transcriptómicos y proteómicos. Del mismo modo, se destaca la plataforma 

pública “Consorcio Internacional del Genoma del Cáncer” (ICGC), que ha 

analizado 50 tipos distintos de tumores. Los objetivos de estos grandes 

proyectos son mejorar la capacidad de diagnóstico, prevención, así como el 

descubrimiento de nuevas terapias dirigidas y nuevas estrategias de 

tratamiento al identificar y caracterizar los cambios moleculares (Lemjabbar-

Alaoui et al., 2015). 

En el AC de pulmón existen una variedad de mutaciones conductoras o 

drivers. Según la base de datos del TCGA, el TP53 es el gen más mutado 

(46%), seguido de KRAS (33%) y EGFR (14%). Otros genes frecuentemente 

mutados son STK11, ALK, BRAF, PIK3CA, MET, CDKN2A o MAP2K (MEK) 

(Campbell et al., 2016; Collisson et al., 2014; Giordano, 2014). En la Figura 5 

se muestra la evolución de la clasificación del CPNM desde una división basada 

en características únicamente histológicas hasta la clasificación molecular 

según las alteraciones genómicas que afectan a oncogenes.  
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Figura 5: De la clasificación histológica del CPNM a la molecular. En el gráfico 

superior se representa la clasificación principal del CPNM según la apariencia celular. En 

los dos gráficos inferiores se clasifica cada uno de los principales CPNM según las 

principales mutaciones que afectan a oncogenes. Adaptado de (Bubendorf et al., 2017). 

• EGFR: el gen EGFR codifica al receptor del factor de crecimiento 

epitelial, una tirosina quinasa transmembrana con un dominio de unión 

extracelular y un componente intracelular con actividad tirosina 

quinasa intrínseca. La unión del ligando conduce a la homo- o 

heterodimerización del receptor con otros miembros de la familia del 

EGFR y aumenta la actividad enzimática (Scagliotti et al., 2004). La 

incidencia de las mutaciones del EGFR es aproximadamente tres veces 

mayor en los no fumadores frente a los fumadores y en las mujeres 

frente a los hombres (Imyanitov et al., 2016; Reguart & Remon, 2015). 

En la Figura 6 se describen las vías de señalización moduladas por la 
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activación del EGFR, las cuales desempeñan un papel esencial en el 

control de la proliferación, la supervivencia, la angiogénesis, entre otros 

procesos. 

 

Figura 6: Vías de señalización de EGFR. La unión del ligando EGF al EGFR conduce a 

la fosforilación del dominio tirosina quinasa, que activa las vías PI3K/AKT/mTOR y 

RAS/RAF/MEK/MAPK. La vía RAS/RAF/MEK/MAPK también puede ser activada por 

EML4-ALK, un producto de un gen de fusión. PTEN regula negativamente AKT aguas 

abajo de EGFR. Esta activación afecta a la regulación de procesos biológicos como es la 

proliferación, diferenciación, migración y angiogénesis. Adaptado de (Janku et al., 2010). 

 

• KRAS: forma parte de la familia RAS y codifica una proteína G con 

actividad GTPasa que interviene en el control de las vías de 
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transducción de señales de supervivencia, proliferación y 

diferenciación celular a través de la activación de la vía de las MAP 

(Mitogen-activated protein) quinasas (Simanshu et al., 2017). Las 

mutaciones activadoras en los codones 12 y 13 de KRAS constituyen 

el 25-40% de las alteraciones oncogénicas (Downward, 2003; 

Karnoub & Weinberg, 2008).  

• ALK: en algunos casos tienen lugar reordenamientos en el brazo p del 

cromosoma 2, dando lugar a fusiones del dominio quinasa intracelular 

de este gen con el extremo amino terminal del gen de la proteína 

asociada a microtúbulos de equinodermo 4 (EML4) en la mayoría de 

los casos. La proteína de fusión produce una señal mitógena que 

termina en una transformación maligna, estimulando la proliferación 

celular y la transducción de señales antiapoptóticas (Soda et al., 2007).  

• BRAF: se trata de una serina treonina quinasa que se activa 

constitutivamente por mutaciones puntuales somáticas en el exón 15 

en aproximadamente el 1-3% de los pacientes con CPNM (H. Davies 

et al., 2002; Schmid et al., 2009). Estas quinasas tienen un papel en la 

regulación de la vía de señalización MAP quinasa/ERKs, la cual impacta 

en la división, diferenciación y secreción celular.  

• MET: codifica un receptor transmembrana con actividad tirosina 

quinasa para el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF). Es un 

oncogén que promueve la migración, invasión y supervivencia de las 

células tumorales. Además, ha sido vinculado con la resistencia a los 

inhibidores de tirosina quinasa de EGFR mediante un mecanismo 

conocido como switch oncogénico, como veremos más adelante 

(Engelman & Jänne, 2008; K. C. Park & Richardson, 2020). 
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• ROS1: es un oncogén que codifica para un receptor de actividad 

tirosina quinasa de la familia de los receptores de insulina (Nicholas P. 

Giustini, 2020). Estudios in vitro han demostrado que esta proteína se 

relaciona con las vías MAP/ERK, JAK/STAT3 y PI3K/AKT/mTOR 

(Charest et al., 2006; K. D. Davies et al., 2012; Gu et al., 2011). 

• PI3K: la señalización de la PI3K (fosfatidilinositol-3-quinasa) juega un 

papel importante en el metabolismo, crecimiento y supervivencia 

celular. En el CPNM pueden desarrollarse tanto la acumulación de 

copias de la subunidad catalítica de PI3K como mutaciones que alteran 

su función (Rekhtman et al., 2012; Samuels et al., 2004). 

1.4. Tratamiento del cáncer de pulmón 

Actualmente, hay varios tipos de tratamientos estándares disponibles 

para esta enfermedad, incluyendo la cirugía, radioterapia, quimioterapia, 

terapia dirigida, inmunoterapia, terapia láser, terapia fotodinámica o criocirugía, 

que serán explicados a continuación.  

El tratamiento del cáncer de pulmón depende de la heterogeneidad y 

estadio clínico. La cirugía se considera la primera opción en aquellos pacientes 

con CPNM en un estadio I-II (Da Cunha Santos et al., 2011), siempre que no 

esté contraindicado, considerándose la mejor opción de supervivencia a largo 

plazo (Sangha et al., 2010). Este procedimiento se basa en extirpar parte del 

lóbulo del pulmón (segmentomía), su totalidad (lobectomía) o el pulmón 

completo (neumonectomía). En la actualidad, se han desarrollado técnicas 

quirúrgicas modernas, incluida la cirugía toracoscópica asistida por vídeo 

(VATS) menos invasiva para las resecciones pulmonares (G. S. Jones & 
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Baldwin, 2018). Posteriormente, se examina el tejido para observar la 

presencia o no de células tumorales en los márgenes de este.  

Sin embargo, en caso de complicaciones que impidan la cirugía, o 

aquellos con enfermedad en estadio I inoperable, pueden recibir como 

tratamiento radioterapia (Duma et al., 2019; Howington et al., 2013). Por lo 

contrario, diferentes metaanálisis aconsejan la utilización de quimioterapia 

neoadyuvante en los estadios intermedio o avanzados donde no puede 

realizarse una resección quirúrgica (Pignon et al., 2008). El tratamiento 

neoadyuvante permite abordar precozmente las micrometástasis, la reducción 

del estadio del tumor favoreciendo la resección completa y una mejor 

tolerabilidad en comparación con el enfoque adyuvante tras la resección 

quirúrgica (Duma et al., 2019). Por otra parte, en aquellos pacientes con 

cáncer de pulmón en fase inicial, puede utilizarse una quimioterapia adyuvante 

tras la resección para aumentar las probabilidades de erradicación del tumor.  

Históricamente, los tratamientos quimioterápicos han combinado 

platino, ya sea cisplatino o carboplatino, con algún citostático de tercera 

generación (gemcitabina, vironelbina o paclitaxel) para prevenir el desarrollo 

de metástasis a distancia y mejorar la tasa de supervivencia en estadios 

tempranos de la enfermedad (Langer et al., 2010; Pignon et al., 2008). A 

continuación, se presenta la evolución de los agentes quimioterápicos 

utilizados (Noonan et al., 2015): 

• Regímenes de quimioterapia de primera generación (1960-1980): en 

los años 60 se exploró la actividad de varios agentes individuales como 

el metotrexato, ciclofosfamida o vinblastina. El metotrexato es un 

inhibidor de la dihidrofolato reductasa, que bloquea la síntesis de folato. 

El folato es esencial para la formación y mantenimiento de las células. 
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Además, el metotrexato inhibe la síntesis de purinas y pirimidinas, lo 

que conlleva a la detención del ciclo celular en la fase G1.  

• Regímenes de quimioterapia de segunda generación (1980-1995): se 

basan en la adición de un agente de platino (cisplatino/carboplatino) 

combinado con fármacos como la vinblastina (un inhibidor de la 

mitosis), etopósido (inhibidor de la topoisomerasa) o mitomicina 

(antibiótico antitumoral), entre otros. Los agentes de platino se 

entrecruzan con las bases de purina, interfiriendo con los mecanismos 

de reparación del ADN, provocando el daño y en última instancia, la 

apoptosis. 

• Regímenes de quimioterapia de tercera generación (1995-actualidad): 

combinan un agente de platino más un fármaco complementario 

(vinorelbina, paclitaxel, docetaxel, gemcitabina o pemetrexed). La 

docetaxel y paclitaxel se trata de antineoplásicos de la familia de los 

taxanos. Estos inhiben la despolimerización de los microtúbulos y 

provocan un bloqueo en la transición de metafase a anafase durante la 

mitosis, lo que termina en apoptosis. La gemcitabina impide el correcto 

funcionamiento de la ADN polimerasa al actuar como antimetabolitos, 

causando una detención en la división celular. El pemetrexed bloquea 

enzimas relacionados con la producción de folato, compitiendo con el 

folato y obstaculiza la síntesis de purinas y pirimidinas. 

La estrategia de tratamiento CPNM ha evolucionado desde el uso de 

quimioterapia empírica hasta un enfoque más personalizado basado en el 

estudio de la histología y los marcadores moleculares. Hasta el 60% de los 

adenocarcinomas pulmonares y entre el 50% y el 80% de los carcinomas de 

células escamosas de pulmón tienen mutaciones genéticas en receptores o 
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proteínas quinasas, lo que resulta en crecimiento incontrolado, proliferación y 

supervivencia del tumor. Las terapias dirigidas se centran en los productos de 

estas mutaciones y se presentan en forma de anticuerpos monoclonales de 

receptores (mAbs) o inhibidores de tirosina quinasa (ITQs) (Figura 7). Por otra 

parte, la nueva inmunoterapia permite que el sistema inmunológico perciba el 

cáncer como extraño, estimulando su activación y reduciendo la inhibición que 

permite el crecimiento y la propagación de la enfermedad (Shroff et al., 2018) 

 

Figura 7: Avances en la terapia de CPNM. Cronología que muestra los medicamentos 

autorizados o recomendados para el tratamiento del CPNM metastásico y no metastásico 

en diciembre de 2020. Cuando hubo varias aprobaciones en un año, están organizados 

en orden cronológico de arriba abajo. Adaptado de (Chaft et al., 2021). 

A continuación, se detallan las terapias dirigidas más relevantes en la 

práctica clínica: 

• Inhibidores del EGFR. Se utilizan los inhibidores de tirosina quinasa o 

ITQs, compuestos anilinoquinazolina capaces de inhibir de forma 

reversible la catálisis al ocupar el sitio de unión del ATP. Mejoran 

significativamente los resultados clínicos en los pacientes con CPNM 

con mutaciones activadoras en el gen EGFR (Koulouris et al., 2022). 

En el siguiente apartado explicaremos los diferentes ITQs, destacando 
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el erlotinib y gefitinib de primera generación, afatinib y dacomitib de 

segunda, y osimertinib de tercera generación.  

• Anticuerpos monoclonales contra EGFR. Otra de las estrategias para 

impedir la activación del receptor EGFR se basa en el bloqueo del 

ligando EGF al receptor mediante anticuerpos monoclonales, como 

cetuximab o necitumumab, de primera y segunda generación 

respectivamente (Duma et al., 2019; Losanno et al., 2016).  

• Inhibidores de KRAS y BRAF. KRAS representa alrededor del 30% de 

los pacientes con CPNM, destacando la mutación en G12C (Reck et 

al., 2021). Durante mucho tiempo, la mutación KRAS se ha 

considerado una diana "imposible de atacar" debido al fracaso en el 

desarrollo de terapias dirigidas contra esta mutación (Suda et al., 

2010). El gran avance en el tratamiento directo de la mutación G12C 

de KRAS y la reciente aprobación de los inhibidores covalentes de 

KRASG12C sotorasib y adagrasib han demostrado lo contrario (H. 

Wang et al., 2023). Por otra parte, se han identificado mutaciones en 

BRAF en el 2% de los pacientes con CPNM, siendo el tratamiento de 

elección el vemurafenib (Hyman et al., 2015; Kinno et al., 2014).  

• Inhibidores de ALK y ROS1. ALK puede fusionarse con el gen EML4 

dando lugar al oncogén de fusión EML4-ALK (Chan & Hughes, 2015; 

Savas et al., 2013). Crizotinib y ceritinib, son eficaces en aquellos 

pacientes con mutaciones en el gen ALK. Ceritinib es la alternativa en 

pacientes que no toleran o desarrollan resistencia a crizotinib. Las 

translocaciones de ROS1 afectan al 1% y 2% de los pacientes con 

CPNM. Se ha observado que ROS1 y ALK comparten alrededor del 

50% de homología en el dominio de la quinasa. Por esta razón, los 
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pacientes con alteraciones en ROS1 pueden ser tratados con el 

inhibidor de tirosina quinasa crizotinib (Bubendorf et al., 2016)(Ou et 

al., 2012). 

• Inhibidores de la angiogénesis. Las vías angiogénicas constituyen un 

objetivo importante en el tratamiento del CPNM, ya que ayudan al 

crecimiento del tumor al generar nuevos vasos sanguíneos (Alevizakos 

et al., 2013). Dicho proceso está regulado por factores 

proangiogénicos, siendo el principal mediador el VEGF-A. El inhibidor 

de la angiogénesis más eficaz es el bevacizumab, un anticuerpo 

monoclonal contra el receptor A del VEGF (Chirieac & Dacic, 2010). 

• Inhibidores de los puntos de control inmunitario. El sistema 

inmunológico juega un papel fundamental en la identificación y 

destrucción de las células neoplásicas. Sin embargo, las células 

tumorales pueden evadir la vigilancia inmunológica (Lemjabbar-Alaoui 

et al., 2015). El antígeno 4 o CTLA-4 limita la actividad de los linfocitos 

T citotóxicos activados. Existen anticuerpos monoclonales como 

ipilimumab o tremelimumab contra este antígeno, que estimulan la 

función de los linfocitos T (Alegre et al., 2001). Otro punto de control a 

destacar es la proteína de muerte celular programada 1 (PD-1) 

(Freeman et al., 2000; Pardoll, 2012), y el ligando del receptor de 

muerte programada 1 (PD-L1) (Keir et al., 2008). Las células malignas 

pueden sobreexpresar PD-L1 como mecanismo de defensa contra el 

sistema inmunitario. Los anticuerpos monoclonales aprobados más 

recientemente son el pembrolizumab, el nivolumab y atezolizumab, un 

anticuerpo recombinante humano que se dirige frente al ligando PD-

L1. (De Mello et al., 2021; M. L. Hsu & Naidoo, 2020).& Naidoo, 2020). 
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El desarrollo de estas terapias dirigidas ha mejorado el pronóstico de los 

pacientes de CPNM que presentan mutaciones activadoras en sus respectivas 

dianas moleculares. Se recomienda realizar pruebas moleculares para 

identificar estas alteraciones genéticas. Por otro lado, a pesar de que este tipo 

de terapias dirigidas permiten aumentar la supervivencia global de la mayoría 

de los pacientes, gran parte acaban recayendo debido a la aparición de 

resistencias (Hirsch et al., 2017; Sequist et al., 2011). Actualmente se están 

explorando nuevos enfoques terapéuticos basados no solo en la presencia de 

mutaciones activadoras, la inhibición del ciclo celular o la angiogénesis, sino 

también en factores relacionados con el entorno en el que se desarrollan los 

tumores, como la inflamación, el metabolismo, o los mecanismos de escape al 

control del sistema inmunitario, lo cual abre las puertas a beneficios 

significativos en el tratamiento frente al cáncer. 

1.4.1. Mutaciones en EGFR y los ITQs como tratamiento 

Las mutaciones del EGFR relacionadas con el CPNM se agrupan en los 

exones 18 al 21, que codifican el dominio tirosina quinasa, responsable de la 

activación anormal en las células tumorales, promoviendo la supervivencia, 

proliferación y replicación celular (Jänne et al., 2005). Las deleciones en el 

exón 19 y la mutación puntual en el exón 21 L858R son las más comunes y son 

sensibles a los ITQs de EGFR (Figura 8) (Cansouline et al., 2022; Eck & Yun, 

2010; Jänne et al., 2005; B. M. Qin et al., 2005). 
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Figura 8: Frecuencia de mutaciones de EGFR en CPNM. Adaptado de (Harrison et al., 
2020; Passiglia et al., 2022). 

Estas mutaciones inducen cambios conformacionales que 

desestabilizan la forma inactiva del receptor hacia un estado activo (Harrison 

et al., 2020; Landau & Ben-Tal, 2008; Yun et al., 2007). Esto permite la 

dimerización independiente del ligando y la estimulación de las vías de 

señalización descendentes, incluyendo la vía de la proteína quinasa activada 

por RAS/RAF/Mitógeno (RAS/MAPK), PI3K/AKT y los transductores de señales 

y activadores de la transcripción STAT (Harrison et al., 2020).  

Las formas mutantes EGFRL858R y EGFREx19Del reducen significativamente 

la afinidad de unión al ATP en comparación con el EGFR WT, lo que permite 

que los inhibidores reversibles de EGFR de primera generación (gefitinib y 

erlotinib) compitan con el ATP y evitan la activación del receptor. Estos 

inhibidores se unen con preferencia a los receptores mutantes clásicos del 

EGFR en lugar del EGFR WT. Sin embargo, a pesar de la buena respuesta 

inicial, la mayoría de los pacientes acaban desarrollando otras mutaciones que 

confieren resistencia a los ITQs (Figura 9) (Carey et al., 2006). 

Del ex19 44%

S768I ex20 1%Otras 4%

L858R ex21 41%

G719X ex18 4%

T790M ex20 5%

Tipos de 

mutaciones de 

EGFR

Del ex19 47%

L858R ex21 40%

Ins ex20 6%
G719X ex18 4%

Otras 3%
S768I ex20 1%
L861Q 1%

L861Q 1%
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Figura 9: Mutaciones del gen EGFR y la respuesta a los ITQ. Exones del gen de EGFR 

mostrando el dominio extracelular (unión a EGF), el dominio transmembrana (TM) y el 

dominio intracelular (regiones tirosina quinasa y de autofosforilación). En la parte inferior 

de la imagen se muestran las mutaciones más relevantes de los exones 18 al 21. 

Adaptado de (Passaro, Mok, et al., 2021). 

 

2. MECANISMOS DE ADQUISIÓN DE RESISTENCIA A ITQs DE 

EGFR 

Las resistencias a los ITQs de EGFR pueden clasificarse en dos 

categorías: intrínseca y adquirida. La resistencia intrínseca se refiere a una 

respuesta inicial deficiente a los ITQs, correspondiente al 20-30% de los casos 

(Santoni-Rugiu et al., 2019). Sin embargo, la resistencia adquirida ocurre en 

aquellos pacientes que responden bien al inicio del tratamiento, pero terminan 

sufriendo recaídas. De este modo, el fracaso del tratamiento del CPNM puede 

deberse a la heterogeneidad genética de las poblaciones tumorales o la 

respuesta adaptativa gradual a los ITQs (Dagogo-Jack & Shaw, 2017). En 

definitiva, esta diversidad de las células tumorales plantea desafíos para la 
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farmacología individualizada, exigiendo un estudio continuado a nivel celular y 

molecular para lograr una respuesta efectiva.  

Además, se han identificado múltiples mecanismos de resistencia 

dependientes e independientes de EGFR, incluidas las amplificaciones de los 

genes MET y HER2, mutaciones en RAS y PIK3CA, así como cambios 

epigenéticos como la EMT o las trasformaciones de CPNM a CPM que se 

desarrollan a continuación (Figura 10) (Passaro, Jänne, et al., 2021).  

 

Figura 10: Mecanismos de resistencia a los EGFR-ITQs dependientes e 

independientes del EGFR. Se han caracterizado varios mecanismos que inducen la 

resistencia al tratamiento con ITQs de EGFR, los cuales pueden agruparse en 

mecanismos dependientes (mutaciones del gen EGFR) e independientes del EGFR 

(activación de MET, HER2, transformación cáncer de pulmón microcítico (CPM), EMT, 

entre otras). Las flechas rojas representan efectos inhibidores y las flechas moradas 

efectos activadores. La resistencia a los ITQs disminuye su efecto inhibidor en la 

señalización intracelular asociada a la proliferación celular anormal. Adaptado de 

(Koulouris et al., 2022). 

Dentro de este contexto, en los últimos años ha surgido un considerable 

interés en el estudio del microambiente tumoral debido a su relevancia en 
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relación con la resistencia a la terapia tumoral. Este tema se explorará más 

detalladamente en secciones posteriores y constituye un pilar fundamental en 

el presente trabajo.  

2.1. Mecanismos de resistencia dependientes de EGFR  

El mecanismo de resistencia más común a los ITQ de primera 

generación es la mutación puntual secundaria T790M en el exón 20 (Mok et 

al., 2017; H. A. Yu et al., 2013). Se estima que esta mutación es responsable 

de alrededor del 50-63% de los casos de recaída. Esta modificación altera el 

sitio de unión del ATP, dificultando la unión del fármaco (Cortot & Jänne, 2014). 

Con la finalidad de abordar este desafío, se desarrollaron inhibidores de 

segunda generación como el afatinib. Estos se unen al EGFR de forma 

covalente e irreversible, superando la resistencia al fármaco causada por la 

mutación EGFRT790M. Sin embargo, se ha observado una elevada toxicidad 

debido a la escasa selectividad (Zhou et al., 2009). Los ITQ de tercera 

generación también se unen irreversible y covalentemente al EGFR, pero con 

una mayor selectividad para las mutaciones EGFRT790M sobre el EGFR WT en 

comparación con los ITQ de segunda generación. Por esta razón, en 2015 la 

FDA aprobó el osimertinib como tratamiento de segunda línea para los 

pacientes positivos a la mutación EGFRT790M tras la progresión con erlotinib o 

gefitinib. Los datos clínicos recientes han demostrado que osimertinib puede 

superar a los ITQ de primera generación en el entorno de primera línea por 

presentar una mayor tasa de supervivencia (Cho et al., 2020). 

También existen las inserciones en el exón 20, que confieren una 

resistencia de novo a la mayoría de los ITQ, presentando incluso una respuesta 
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moderada al tratamiento con osimertinib (Cho et al., 2020). Aunque menos 

frecuentes, existen mutaciones adicionales en los exones 18, 20 y 21. 

La mutación EGFRC797S consiste en una mutación terciaria en el exón 20 

del gen EGFR. En este cambio, la serina reemplaza a la cisteína en el codón 

797 del sitio de unión al ATP. Así se reduce la capacidad del osimertinib y otros 

ITQs de formar un enlace covalente con el EGFR mutante (Niederst et al., 

2015; Z. Yang et al., 2018). De hecho, esta mutación ha sido encontrada en el 

26% de los pacientes con recaídas después de recibir osimertinib como 

tratamiento de segunda línea, y en el 7% como tratamiento de primera línea 

(Mok et al., 2017; Ramalingam et al., 2018). Además, pueden coexistir las 

mutaciones EGFRT790M/C797S (Niederst et al., 2015). Por otro lado, los EGFRs 

con mutaciones triplemente concomitantes EGFR19del/T790M/C797S son resistentes 

a los ITQs de primera, segunda y tercera generación, así como a sus 

combinaciones (Niederst et al., 2015). Con todo esto, se han desarrollado ITQs 

de cuarta generación. Algunos ejemplos son el LS-106 y BLU-945, que han 

demostrado su eficacia preclínica antitumoral en modelos in vitro e in vivo de 

tumores con triple mutación C797S (EGFR19del/T790M/C797S y EGFRL858R/T790M/C797S) 

(Y. Liu et al., 2022; Schalm et al., 2020).  

Del 1 al 8% de los casos presentan mutaciones raras que causan 

resistencia secundaria en la inhibición del EGFR con ITQs (Santoni-Rugiu et al., 

2019). Destacan los residuos mutados del EGFRL718Q y EGFRL792X, 

correspondiendo al 2 y 3% de los casos resistentes a osimertinib, 

respectivamente (Ramalingam et al., 2018). Además, estas mutaciones a 

menudo se observan simultáneamente con otras alteraciones dependientes de 

EGFR, como T790M. 
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2.2. Mecanismos de resistencia independientes de EGFR 

Existen diversos mecanismos de resistencia independientes del EGFR 

que pueden aparecer en combinación con otras vías relacionadas con la vía 

de señalización EGFR.  

Las amplificaciones en MET desempeñan un papel en la resistencia a los 

ITQs al proporcionar una activación independiente del EGFR en varias vías de 

señalización. Estas vías también son activadas por el EGFR como la proteína 

quinasa activada por mitógenos-MAPK y PI3K-AKT (Figura 11) (Engelman & 

Jänne, 2008).  

 

Figura 11: Comunicación entre las vías de señalización de MET y EGFR. La activación 

del receptor MET por la unión de HGF activa la señalización de PI3K-AKT y MAPK a pesar 

de la inhibición del EGFR. 
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Esta mutación es una de las causas más comunes de resistencia a 

osimertinib, ya que, aunque el EGFR se inhibe farmacológicamente, las vías 

secundarias de actividad carcinogénica siguen estando activadas. En este 

contexto, recientemente se ha identificado diferentes tipos de fibroblastos 

asociados al cáncer (CAFs) que median la respuesta a los ITQs de células 

tumorales de CPNM a través de la activación de la vía MET por la unión del 

factor de crecimiento HGF (H. Hu et al., 2021). Este fenómeno será explorado 

con más detalle en secciones posteriores de esta tesis. 

El gen del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

(HER2) que codifica el ERBB2, un receptor con actividad tirosina quinasa 

miembro de la familia HER, regula la activación descendente de diversas vías 

oncogénicas en el CPNM (quinasa regulada por señales extracelulares-ERK, 

MAPK, PI3K-AKT) (Jamal-Hanjani et al., 2018; Takezawa et al., 2012). 

Representa entre un 2-5% de los casos de resistencia a osimertinib. Esta 

mutación puede coexistir con mutaciones en EGFRL792X, EGFRC797X y/o 

amplificación de PIK3CA, EGFRG796S y amplificación de MET (Leonetti et al., 

2019). 

2.2.1. Mecanismos epigenéticos de resistencia CPNM 

Las transformaciones fenotípicas reguladas por mecanismos 

epigenéticos también son capaces de inducir resistencia a los ITQs de EGFR. 

Principalmente podemos clasificar el cambio de fenotipo en dos clases: la 

transición a cáncer de pulmón de células pequeñas o microcítico (CPM) y la 

transición epitelio-mesenquimal (EMT) (Minari et al., 2018; Weng et al., 2018). 

Se ha estimado que el 4-15% de los casos de resistencia a los ITQs de 

primera línea están relacionados con la transformación histológica de CPNM a 
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CPM. Los mecanismos implicados no están claros, pero en algunos casos no 

son mecanismos epigenéticos, sino la inactivación de genes supresores de 

tumores (RB1, TP53), así como la presencia de la enzima editora del ARNm de 

la apolipoproteína B (APOBEC) (J. K. Lee et al., 2017).  

Por otro lado, encontramos la plasticidad fenotípica. Este fenómeno 

ocurre a diferentes niveles e implica la transformación morfológica, la transición 

desde los fenotipos proliferativos hacia los migratorios e invasivos y la 

reprogramación metabólica. Estos procesos están regulados principalmente 

por programas epigenéticos reversibles denominados EMT y transición 

mesénquima-epitelio (MET) (Tulchinsky et al., 2019). Numerosas 

investigaciones han identificado la activación del programa EMT en el CPNM 

con resistencia adquirida a erlotinib o gefitinib (Chung et al., 2011; A. F. Lee et 

al., 2017; Soucheray et al., 2015; Weng et al., 2019), donde no se han 

detectado otros mecanismos de resistencia como la mutación EGFRT790M y la 

amplificación de MET (Chung et al., 2011). Además, la adquisición del fenotipo 

mesenquimal se ha relacionado ampliamente con la vía de señalización del 

TGF-β (Factor de crecimiento transformante beta), tal y como se explicará en 

la siguiente sección (Soucheray et al., 2015). Por otro lado, también se ha 

determinado la activación del programa EMT en la resistencia adquirida al 

inhibidor de KRAS, caracterizada por la activación sostenida de PI3K en 

presencia del inhibidor de KRAS G12C AMG510 (Adachi et al., 2020). Estos 

resultados apoyan la necesidad de desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas que ayuden a prolongar la eficacia de los ITQs en pacientes de 

CPNM con mutaciones en EGFR. 
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3. LA TRANSICIÓN EPITELIO-MESENQUIMAL 

La EMT es fundamental en diferentes etapas del desarrollo embrionario 

y la reparación tisular. Sin embargo, su expresión aberrante se asocia a la 

progresión y desarrollo tumoral de los carcinomas (Kalluri & Weinberg, 2009). 

Este programa puede describirse como un espectro de estados parciales de 

EMT o MET, con estadios intermedios no estáticos donde las características 

epiteliales pueden converger con las mesenquimales (Figura 12) (Chaffer et 

al., 2016; Gonzalez & Medici, 2014). A través de este proceso, las células 

tumorales adquieren rasgos de células madre tumorales con un fenotipo 

multipotente, lo que confiere una gran heterogeneidad intratumoral, resistencia 

a los agentes antineoplásicos, capacidad migratoria, invasora y metastásica 

(Crosas-Molist et al., 2016; Emad et al., 2020). 

 

Figura 12: Cambios celulares asociados a la EMT y EAT. A medida que las células 

epiteliales avanzan hacia un estado mesenquimal, pasan por estados de EMT parcial, 

reversibles y posiblemente transitorios. La presencia de biomarcadores epiteliales 

disminuye, mientras que aumenta la de los mesenquimales. Modificado de (Chaffer et al., 
2016; Nieto et al., 2016). 
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Actualmente, se ha descrito un nuevo estado celular más agresivo y 

metastático que el mesenquimal, conocido como ameboide. En este sentido, 

las células pueden sufrir una transición mesenquimal ameboide o incluso 

epitelial ameboide (EAT). Este estado celular se caracteriza por una morfología 

redondeada, una activación de la vía Rho-ROCK-miosina II y baja adhesión. 

Las células ameboides presentan un córtex de actina reforzado y utilizan blebs 

como protrusiones funcionales que les confieren mayor capacidad de 

migración e invasión (Crosas-Molist et al., 2016; Emad et al., 2020). La 

presencia de células ameboides ha sido descrita en diferentes tumores 

humanos como melanoma, páncreas, carcinoma hepatocelular, cáncer de 

mama, sarcoma, adenocarcinoma de próstata, entre otros. Más 

concretamente, se han visto enriquecidas en los frentes invasivos de tumores 

primarios con funciones inmunosupresoras, de resistencia a la terapia y 

formación de metástasis en el melanoma (Graziani et al., 2022; Orgaz et al., 

2014; Sanz-Moreno et al., 2011).  

Entre las propiedades de la activación del programa EMT se incluyen la 

pérdida de sus características apicobasales y de los complejos de adhesión 

intercelular, lo cual desencadena un cambio de la composición del 

citoesqueleto y el fenotipo mesenquimal adquirido. Esto potencia la migración 

e invasión a lo largo de la matriz extracelular hacia tejidos subyacentes. Implica 

la reducción de la expresión de CDH1, el componente principal de las uniones 

adherentes, aumentando la expresión de marcadores mesenquimales tales 

como la vimentina (VIM), la fibronectina (FN1), la proteína específica de 

fibroblastos 1 (FSP1), la -actina del músculo liso (-SMA) o la CDH2 (Weng 

et al., 2019).  
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3.1. Inducción del programa EMT 

La regulación de la expresión génica y la activación de los factores de 

transcripción (FT) que afectan el equilibrio EMT/MET puede estar influenciada 

por diferentes vías de señalización: la vía de señalización del TGF-β, la de la 

proteína morfogenética ósea (BMP), la del receptor tirosina quinasa, la de 

Wnt/β-catenina (Jong et al., 2005), la de Notch (Timmerman et al., 2004), la de 

Hedgehog (Yoo et al., 2011), la del transductor de señales y activador de la 

transcripción 3 (STAT3) (Gonzalez & Medici, 2014), la vía de señalización 

mediada por la MEC (Lindsey & Langhans, 2014) y la de hipoxia mediante el 

factor de transcripción (HIF1-) (Yeo et al., 2017) (Figura 13). Como resultado, 

estas vías aumentan la expresión de marcadores mesenquimales, reducen los 

epiteliales y, finalmente, cambian el fenotipo de células epiteliales a 

mesenquimales (Babaei et al., 2021). 

 

Figura 13: Principales inductores del programa EMT. Las señales del TGFB1 activan 

vías de señalización SMAD2/3, que inducen FT. La activación de la señalización Wnt 

facilitan que la β-catenina entre en el núcleo y active la transcripción de SNAI1. Los 
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receptores Notch pueden estimularse mediante la unión a ligandos Delta y Jagged y 

activar FT de la EMT. En la señalización Sonic Hedgehog (SHH), la unión del ligando a 

los receptores Patched 1 (PTCH1) activa los FT de la familia Smoothened (SMO) y Glioma 

(GLI1) que inducen la expresión de SNAI1. La interleuquina 6 (IL6) puede inducir la 

expresión de SNAI1 mediante la activación de STAT3. Adaptado de (B. Du & Shim, 2016).  

La señalización TGF-β es la vía más conocida para inducir la EMT, la cual 

puede activarse mediante la unión de ligandos de la superfamilia TGFB a 

receptores con actividad serín-treonín quinasa. Se han identificado distintas 

isoformas, siendo el TGFB1 la más estudiada (Takahashi et al., 2020). El 

TGFB1 es un factor de crecimiento principal en la comunicación celular que 

afecta a actividades celulares a distintos niveles regulando y orquestando el 

crecimiento y diferenciación de todos los tipos celulares y tejidos (Moustakas 

& Heldin, 2009). Desempeña importantes funciones durante el desarrollo 

embrionario y en la regulación de la homeostasis tisular. En el contexto del 

cáncer, el TGFB1 tiene un papel multifacético según el grado y estadio. En 

estadios tempranos, inhibe el ciclo celular y favorece la apoptosis. Sin 

embargo, en estadios avanzados se asocia con un aumento de la migración, 

quimioatracción, invasión y metástasis celular (Derynck et al., 2001; Nagaraj & 

Datta, 2010). Los niveles de TGFB1 no sólo afectan a las células tumorales, 

sino también al estroma tumoral, favorecen la diferenciación del fibroblasto al 

miofibroblasto, inhiben la adhesión celular e inducen la inmunosupresión y 

angiogénesis (Neel et al., 2012; E. J. Walker et al., 2019). 

Tras la estimulación de los receptores TGFB, la señalización se divide en 

vías dependientes e independientes de SMAD (Figura 14). En la vía 

dependiente, se produce la fosforilación y activación de proteínas 

citoplasmáticas SMAD2 y SMAD3. Después, estas proteínas forman el 

complejo trimérico SMAD (SMAD4) que entra en el núcleo y estimula la 

transcripción de la VIM, FN1 y colágeno- tipo I (COL1A1) (Kaimori et al., 

2007). Por otro lado, en la vía independiente de SMAD, la señal de TGFB1 
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puede inducir EMT a través de las vías de GTPasas, PI3K y MAPK. En las 

células epiteliales, el TGFB1 activa AKT a través de PI3K, lo que conlleva a la 

activación de mTOR promoviendo el aumento del tamaño celular, la síntesis 

proteica, además de aumentar la motilidad y capacidad invasiva (Lamouille et 

al., 2012; Torrealba et al., 2020). Además, el TGFB1 induce reacciones 

desmoplásticas que dan lugar a cambios en el microambiente tumoral, 

contribuyendo a la secreción de componentes de la MEC (Kumar et al., 2020). 

 

Figura 14: Vía de señalización del TGF-𝛃 en la EMT. El TGFB1 se une a su receptor, lo 

que provoca la activación de varias vías de señalización, incluidas las mediadas por 

SMAD2/3, Ras y PI3K, que activan FTs que inducen la expresión de genes que codifican 

FTs de EMT. Además, el complejo Par3-Par6aPKC también se asocia con los receptores 

de TGFBR y participa en la remodelación del citoesqueleto promoviendo el fenotipo 

mesenquimal. Las vías independientes de SMAD pueden activar AKT, que a su vez puede 

inhibir la función de GSK-3β, una quinasa que inhibe la translocación nuclear de Snail y 

β-catenina. Adaptado de (Gonzalez & Medici, 2014). 

La regulación EMT está estrechamente relacionada con el 

microambiente, por lo que es preciso investigar con detenimiento los efectos 
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que pueden tener estos diferentes contextos extracelulares en el diseño y 

desarrollo de nuevas terapias. 

3.2. Regulación transcripcional y plasticidad del programa EMT 

El equilibrio EMT/MET de las células tumorales se encuentra regulado 

por diferentes factores como la activación mutacional de las vías de 

señalización o estímulos del microambiente (factores de crecimiento y 

citoquinas, hipoxia, composición y rigidez de la MEC, respuestas inmunitarias 

o exposición a terapias antitumorales) (Nieto et al., 2016). Esto conduce a 

modificaciones postraduccionales de los FTs, que ejecutan la reprogramación 

transcripcional (Saitoh, 2023). Dentro de los FTs de la EMT, se han identificado 

las familias ZEB (ZEB1 y ZEB2), SNAIL (SNAI1/SNAIL Y SNAI2/SLUG) y TWIST 

(TWIST1 Y TWIST2). También se han relacionado con otros FT, como los de 

las familias SOX y FOX (F. Du et al., 2019; J. Hu et al., 2017). Estos se unen a 

secuencias de ADN específicas para regular genes diana de EMT (Lamouille et 

al., 2014). Los FT de la EMT reclutan complejos transcripcionales 

correpresores y enzimas modificadoras de la cromatina para regular la 

transcripción de genes diana (Skrypek et al., 2017; Thiery et al., 2009; 

Tulchinsky et al., 2019). Las proteínas de la unión célula-célula epitelial, como 

la ocludina, las claudinas y la desmoplaquina, así como la CDH1, son dianas 

de la represión de la transcripción. Las proteínas del complejo citoesquelético 

y de polaridad, como la FN1, la vitronectina, la VIM, la CDH2 y las 

metaloproteinasas de matriz (MMP) son dianas de la activación de la 

transcripción (R. Y. J. Huang et al., 2012; Wheelock et al., 2008). 

Otras dianas de los FT de la EMT son los microARN. Estos son pequeñas 

moléculas de ARN no codificante que modulan la expresión postranscripcional 
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de aquellos genes que participan en la proliferación y migración celular 

uniéndose y bloqueando los ARNm. Se ha descubierto que la familia miR-200 

inhibe la EMT al dirigirse a los ARNm ZEB1 y ZEB2 (Brabletz & Brabletz, 2010; 

Cavallari et al., 2021). Sin embargo, la familia ZEB también puede inhibir la 

expresión de la familia miR-200. Esta red de regulación sugiere que las células 

tumorales pueden amplificar las señales inductoras de EMT o MET, de modo 

que las células adoptan estados epiteliales o mesenquimales hasta que nuevos 

estímulos del microambiente o nuevas mutaciones cambian el equilibrio 

EMT/MET. 

4. COMPLEJIDAD DEL MICROAMBIENTE TUMORAL Y 

MECANISMOS DE RESISTENCIA ASOCIADOS 

4.1. Composición y funciones 

El cáncer se desarrolla en entornos tisulares complejos, de los que 

depende para su sostén, crecimiento, invasión y metástasis (Quail & Joyce, 

2013). Anteriormente, el cáncer se consideraba como una enfermedad 

heterogénea, caracterizada por presentar mutaciones aberrantes y cambios 

epigenéticos en las propias células tumorales. Sin embargo, durante los últimos 

años se ha hecho hincapié no sólo en las propias células tumorales, sino 

también en el denominado microambiente tumoral (MAT), así como en la 

relación que se establece entre ambos (Nallasamy et al., 2022). Actualmente, 

se estudia la heterogeneidad derivada de la composición del MAT, así como 

las proporciones de las células estromales o su estado de activación (Hanahan 

& Coussens, 2012).  
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Los estudios iniciales dirigían sus esfuerzos en elucidar si los 

componentes del MAT desempeñaban un papel protumoral o, por el contrario, 

antitumoral. Las pruebas actuales demuestran que el MAT está implicado en 

muchos aspectos del desarrollo tumoral al favorecer el escape de las células 

tumorales al sistema inmunitario por reducción de inmunogenicidad de estas, 

así como la adquisición de características invasivas, migratorias e incluso, 

constituir un papel clave en la resistencia al tratamiento (Baghban et al., 2020). 

De este modo, las terapias actuales buscan dirigirse al MAT para 

complementar los métodos de tratamiento tradicionales y mejorar el efecto 

terapéutico sobre los tumores. 

El MAT está formado por componentes extracelulares (MEC), factores 

de crecimiento, citoquinas y hormonas y una multitud de células no tumorales, 

incluyendo los fibroblastos, las células inmunitarias (tales como linfocitos 

infiltrados, macrófagos y granulocitos) y las endoteliales vasculares (Barbazán 

& Matic Vignjevic, 2019; Bremnes et al., 2011; Santi et al., 2018) (Figura 15). 

En tejidos normales existe una comunicación bidireccional entre todas estas 

células y su microambiente, promoviendo de este modo la homeostasis. En el 

entorno tumoral, los componentes del MAT facilitan el intercambio de 

nutrientes, oxígeno y metabolitos, promoviendo el desarrollo de las células 

tumorales tal y como desarrollaremos en los siguientes apartados (Bremnes et 

al., 2011). Por tanto, la interacción entre las células tumorales y el estroma 

adyacente proporciona un ambiente idóneo para sostener la señalización 

proliferativa, inducir la angiogénesis, resistir la muerte celular, activar la 

invasión y metástasis, desencadenar la inflamación promotora del tumor y 

evitar la destrucción inmunitaria (Joyce & Pollard, 2009; Y. Xiao & Yu, 2021).  
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Figura 15: Cambios en el MAT asociados a la resistencia tumoral. El MAT es un 

ecosistema dinámico que desempeña un papel crucial en el origen, progresión y 

desarrollo de la resistencia al tratamiento del cáncer. (1) El reclutamiento y la activación 

de los fibroblastos desempeña un papel importante en el desarrollo de una matriz 

estructural de soporte, modulación de la respuesta inmunitaria y estimulación de la 

angiogénesis. (2) En las células tumorales, la EMT facilita la infiltración y movilización 

hacia zonas alejadas del tumor. (3) La angiogénesis permite el aporte de nutrientes, 

oxígeno y factores de crecimientos que favorecen el crecimiento y expansión del tumor. 

(4) El desarrollo de la capacidad de evasión inmunitaria por parte de las células tumorales. 

Adaptado de (Zhi Li & Yin, 2023). 

Una vez las células tumorales consiguen evadir el mecanismo intrínseco 

de apoptosis, estas deben enfrentarse a procesos de eliminación del sistema 

inmunitario por antígenos específicos, reconocidos por los linfocitos 

citotóxicos. Inicialmente, los macrófagos y fibroblastos pueden contribuir al 

estado de supresión del crecimiento tumoral. Sin embargo, la plasticidad de 

dichas poblaciones celulares puede resultar en el desarrollo de características 

protumorales por interacción con las células tumorales (Figura 15) (Quail & 

Joyce, 2013). 
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La MEC es una red compleja de macromoléculas que se encuentra en 

todos los tejidos y órganos, actuando como un soporte y protección 

arquitectónica y mecánica para las células. Se trata del mayor componente no 

celular del MAT compuesto por colágenos, fibronectina, elastina, 

proteoglicanos y glucosaminoglicanos (Tabla 2). Su función principal es mediar 

en las interacciones entre las células tumorales y las estromales (P. Lu et al., 

2012; Roberts & Stinchcombe, 2013). Los fibroblastos asociados al cáncer 

(CAFs) son los principales productores de matriz, secreción y modificación de 

los componentes de la MEC en los tumores sólidos (C. Walker et al., 2018).  

El colágeno fibrilar tipo I es un componente que interviene en la 

desmoplasia tumoral y se ha relacionado con la supervivencia y metástasis del 

cáncer (Cox & Erler, 2014). En diferentes tipos de tumores, se ha observado 

que las zonas premalignas se caracterizan por membranas basales finas, con 

menos colágeno (colágeno XV, XIX, IV) o laminina, lo que favorece la invasión 

tumoral (Amenta et al., 2000, 2003). Respecto a las glicoproteínas y 

proteoglicanos, rellenan el espacio intersticial y amortiguan la tensión física en 

la matriz gracias a la alta viscosidad que proporcionan sus cadenas. Además, 

resisten las fuerzas de compresión, regulan procesos de adhesión, motilidad, 

proliferación y diferenciación (Iozzo & Schaefer, 2015).  
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Tabla 2: Resumen de los componentes de la MEC. Adaptado de (Cox & Erler, 2014) 

Clases de moléculas de la MEC Tipos 

Colágenos fibrilares Colágenos I, II, III, V, XI, XXIV y XXVII 

Colágenos formadores de redes Colágenos IV, VIII, X, XV y XVIII 

Colágenos formadores de filamentos Colágenos VI y XXVI 

Colágenos asociados a fibrillas con 

triple hélice interrumpida 

Colágenos IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, 

XXII y XXII 

Proteínas elásticas y microfibrilares Elastina, fibrilinas, fibulinas,  

Glicoproteínas Fibronectina, fibrinógeno, laminina, 

matrilina, nidógenos, periostina, 

tenascina, vitronectina. 

Proteoglicanos Agrecano, brevicano, decorina, 

neurocano, perlecano, versicano 

Otros componentes de la matriz Hialuronano, galectinas, mucinas, 

hialuronano y proteínas de enlace de 

proteoglicanos 

La MEC es dinámica al tener la capacidad de remodelarse y renovarse 

continuamente (Figura 16). Debido a sus propiedades biofísicas tales como la 

rigidez, tensión y densidad, la MEC juega un papel no solo como unidad de 

soporte del tumor, sino que también regula procesos celulares como son la 

proliferación, supervivencia, migración, invasión e incluso la morfogénesis de 

los tejidos o la resistencia a los tratamientos (Nia et al., 2020; Yamada et al., 

2019). Existe una relación recíproca entre la MEC y las células que forman 

parte de esta estructura, tanto células estromales no malignas como 

tumorales. También, se ha demostrado que su densidad proporciona una 

barrera contra la infiltración de las células T (Salmon et al., 2012). Por tanto, la 

MEC constituye una diana antitumoral que podría ayudar en la localización y 

migración de estas células inmunitarias (Henke et al., 2020). 
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Figura 16: La progresión tumoral provoca cambios en la MEC a diferentes niveles. 

(a) Las células estromales y las tumorales, provocan cambios en la bioquímica y 

composición de la MEC. (b) Los cambios afectan al secuestro de factores de crecimiento 

y citoquinas, (c) la hidratación, la difusión y perfusión de moléculas. (d) Las 

modificaciones postraduccionales de la matriz, como la hidroxilación provocan cambios 

en las propiedades biomecánicas de la MEC (e). (f) La alteración en la deposición de 

componentes de la MEC afecta a la densidad, desencadenando cambios en la estructura, 

organización y porosidad (g). (h) La degradación y renovación aberrantes de la matriz, 

altera el número y el espaciado de los ligandos de adhesión e interacción que se 

presentan en las células (i). Adaptado de (Cox & Erler, 2014).  

Existen proteínas de la matriz que poseen dominios similares a los de los 

factores de crecimiento. Tras la degradación proteolítica, se vuelven solubles 

y pueden unirse a los receptores de factores de crecimiento induciendo su 

activación. Por ejemplo, el colágeno y la FN1 pueden activar una señalización 

del TGF-β /SMAD dependiente de la integrina, independiente del TGFB1 o del 

receptor del TGFB (Garamszegi et al., 2010).  
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En situaciones normales, la regulación de la MEC depende en parte del 

equilibrio entre las MMPs y sus inhibidores tisulares (TIMPs). Las MMPs son 

enzimas degradadoras y remodeladoras de las proteínas de la matriz 

(colágenos, lamininas, FN1), así como moléculas no pertenecientes a la MEC 

(CDH1 o integrinas). Estas rompen las adhesiones célula-célula y célula-matriz, 

liberar citoquinas, factores de crecimiento, con lo cual, influyen en la integridad 

de la matriz y facilitan la migración e invasión de las células tumorales (Chuliá-

Peris et al., 2022). En tejidos malignos, las interacciones entre las células 

tumorales, CAFs, TAM (macrófagos asociados a tumores) y células madre 

tumorales, alteran el equilibrio MMPs-TIMPs (Sosa et al., 2013).  

La MEC tiene la capacidad de secuestrar factores de crecimiento y 

cationes. Esto promueve funciones tanto promotoras como supresoras del 

desarrollo y progresión tumoral. Un desequilibrio entre MMPs-TIMPs conlleva 

a una liberación desregulada de dichas moléculas que termina con la ruptura 

de los componentes de la matriz (Hynes, 2009; Vitale et al., 2019). Por ejemplo, 

el aumento de la secreción de la MMP9 libera el VEGF y activa la angiogénesis 

(Hollborn et al., 2007). 

Por tanto, las moléculas de adhesión, los componentes de la MEC, las 

enzimas proteolíticas y sus inhibidores son cruciales para la comunicación 

entre las células tumorales y los componentes de la MEC. Cambios en los 

niveles de expresión de moléculas de adhesión y/o niveles elevados de MMP 

confieren a las células tumorales la capacidad de migrar más fácilmente, 

perturbando la arquitectura tisular normal y ejerciendo funciones moduladoras 

en la MEC. Es por tanto que la modulación de la MEC a través de los inhibidores 

de las MMP y el TGFB1, la reprogramación de los CAFs y la alteración de la 

señalización de las integrinas constituyen algunos de los enfoques 

prometedores en la regresión del tumor (Najafi et al., 2019). 
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Las células endoteliales vasculares son esenciales en el crecimiento y 

progresión del tumor gracias a la formación de nuevos vasos sanguíneos. Su 

proliferación es estimulada por factores como el VEGF (Butler et al., 2010; 

Dawei Yang et al., 2021). A diferencia de la vasculatura normal, en el MAT 

suele estar desorganizada, lo que provoca variaciones locales en la 

oxigenación del tumor (Eales et al., 2016; Harney et al., 2015). Además, las 

células pasan de un metabolismo de fosforilación oxidativa a la glucólisis. Esto 

favorece que las células puedan sobrevivir en condiciones de hipoxia, además 

de aumentar la secreción de lactato que produce una disminución de pH 

consecuentemente (Damaghi et al., 2015; Gatenby & Gillies, 2004).  

Factores solubles secretados por las células tumorales o las estromales, 

como IL3, o el factor estimulador de colonias (CSF-1), reclutan los TAM hacia 

el MAT (Qian & Pollard, 2010; Tiwari et al., 2022). Los TAM secretan factores 

de crecimiento y producen enzimas proteolíticas de la MEC que contribuyen a 

la diseminación del tumor y supresión de la inmunidad adaptativa antitumoral 

al expresar niveles elevados de ligandos de control como PD-L1 (Mantovani et 

al., 2017; Pu & Ji, 2022; Umezu et al., 2019). Además, la presencia de células 

inmunosupresoras derivadas de origen mieloide y las células T reguladoras 

(Treg) en el tumor interrumpen la vigilancia inmunitaria y promueven la 

vascularización del tumor gracias a la secreción de citoquinas y factores de 

crecimiento como TGFB1 o IL10 (Christoffersson & von Herrath, 2019; Scott 

et al., 2021; Talmadge & Gabrilovich, 2013). 

Por último, intervienen los CAFs, que explicaremos con más detalle en 

la siguiente sección, y que constituyen el núcleo de nuestro trabajo. Estas 

células son el componente predominante del estroma asociado al tumor y se 

activan por factores derivados del tumor como TGFB1, el factor de crecimiento 

de fibroblastos (FGF) o el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). 
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Su activación provoca la secreción de proteínas remodelando la MEC, la 

modulación de la respuesta inmunitaria y la desregulación de la homeostasis 

(Costa et al., 2018; Fane & Weeraratna, 2019). Además, los CAFs también 

promueven la angiogénesis mediada por la secreción de VEGF (Quail & Joyce, 

2013).  

El MAT tiene la capacidad de cambiar continuamente en respuesta a 

señales oncogénicas, favoreciendo la construcción de su propio nicho. Existen 

diferentes enfoques terapéuticos que buscan reprogramar las células del 

estroma del MAT para mejorar los efectos antitumorales y constituir terapias 

dirigidas al MAT (Quail & Joyce, 2013). Cabe destacar que los tratamientos 

dirigidos contra componentes del MAT resultan prometedores puesto que las 

células no tumorales tienen una naturaleza más estable que las tumorales (Y. 

Xiao & Yu, 2021). Sin embargo, en muchas ocasiones, los componentes del 

MAT presentan una amplia funcionalidad, lo cual dificulta su estudio. Las 

terapias frente a los componentes no tumorales del MAT deben dirigirse a los 

cambios fenotípicos relacionados con el cáncer para evitar posibles efectos 

adversos en las células sanas. Por tanto, es crucial el estudio de las diferencias 

entre las células que juegan un papel en desarrollo o bloqueo tumoral. En este 

contexto, en nuestro trabajo, trataremos de distinguir los fibroblastos normales 

(FNs) de los CAFs.  
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5. FIBROBLASTOS ASOCIADOS AL CÁNCER  

Tal y como se anticipaba en apartados previos, los fibroblastos son el 

tipo de célula mayoritaria del tejido conectivo. Los fibroblastos favorecen la 

deposición de los componentes de la MEC, la regulación de procesos de 

diferenciación en las células epiteliales asociadas, la modulación de respuestas 

inmunitarias y la homeostasis tisular a través de la secreción de factores 

solubles (Kalluri & Zeisberg, 2006; Tomasek et al., 2002). Se trata de células 

que expresan marcadores mesenquimales como la VIM, la -SMA, la proteína 

de activación de fibroblastos (FAP), el receptor del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGFR-) y/o la proteína específica de fibroblastos 

(FSP1 o S100A4) (R. Mishra et al., 2019). No obstante, el principal hándicap 

para identificar esta población celular es su gran heterogeneidad.  

A nivel funcional, los CAFs median la proliferación de las células 

tumorales, angiogénesis, invasión, metástasis y la resistencia a los fármacos 

en los tumores sólidos, mientras que los FNs promueven el fenotipo epitelial y 

suprimen la metástasis (Biffi & Tuveson, 2021; Dumont et al., 2013; Kalluri, 

2016a).  

5.1. Origen de los CAFs 

Para definir y comprender el papel de los CAFs en el MAT, debe 

considerarse el origen, las características morfológicas y los posibles 

biomarcadores (Kalluri, 2016a). Numerosos autores postulan que la fuente más 

directa de CAFs es la activación local de los FNs residentes (Bu et al., 2019; 

Kalluri, 2016a; LeBleu & Kalluri, 2018).  
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Estos estudios coinciden que la activación de los CAFs se encuentra 

mediada en gran parte por una regulación epigenética más que por mutaciones 

genéticas (Ping et al., 2021). Con todo esto, para diferenciar los CAFs de los 

FNs se emplean multitud de parámetros, incluyendo las características 

morfológicas, el aumento de la capacidad biosintética, secretora, los 

componentes de la MEC, enzimas remodeladoras, factores de crecimiento y 

citoquinas (Bu et al., 2019; H. Du & Che, 2017; Kalluri, 2016a). 

No obstante, otras células pueden ser activadas y reclutadas como 

precursores de los CAFs (Figura 17) (Liao et al., 2019), aunque la ausencia de 

biomarcadores específicos dificulta conocer su origen. A continuación, se 

presentan los principales mecanismos alternativos de generación de CAFs 

(Kalluri, 2016a): 

• Transición endotelio-mesenquimal (EndMT): las células endoteliales 

asociadas al tumor pueden adquirir potencial de diferenciación 

multipotente a través de los exosomas derivados del melanoma que 

permite desprenderse de los vasos sanguíneos (Yeon et al., 2018) y la 

exposición con TGFB1 induce cambios fenotípicos hacia una 

morfología similar al fibroblasto (E. M. Zeisberg et al., 2007). Sin 

embargo, a pesar de que la contribución de la EndMT en la producción 

de CAFs aún no está completamente caracterizada, varios estudios 

indican que las células derivadas de este proceso comparten funciones 

con los CAFs como la cicatrización de heridas, promoción de la 

angiogénesis o la inducción de la polarización de monocitos en el 

cáncer de páncreas (Wawro et al., 2018). Además, estas células 

sufren una pérdida de marcadores endoteliales, como el CD31, y un 

incremento de marcadores mesenquimales como la FSP y el -SMA 

(E. M. Zeisberg et al., 2007).  
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• Transición epitelio-mesenquimal (EMT): se ha observado que las 

células epiteliales pueden desdiferenciarse y adquirir características 

mesenquimales, expresando marcadores de los CAFs (Orr et al., 2012; 

Petersen et al., 2003). Estudios publicados han identificado 

alteraciones genéticas similares en las células tumorales y en las del 

estroma circundante, incluyendo los fibroblastos (Fukino et al., 2004; 

Kurose et al., 2002). Esto indicaría que algunas células tumorales 

epiteliales y un subconjunto de fibroblastos podrían compartir un origen 

común. 

• Células madre mesenquimales derivadas de la médula ósea (MSC): 

estas células pueden diferenciarse en CAFs a través de la activación 

de receptor del PDGF y la estimulación del TGFB1 mediante la 

activación de la vía de señalización JAK/STAT3 y posterior expresión 

de -SMA (Aoto et al., 2018; Tan et al., 2019).  

Numerosas evidencias experimentales señalan otros orígenes de los 

CAFs, como son las células madre hematopoyéticas, células madre tumorales 

(Abangan et al., 2010; Ning et al., 2018); adipocitos donde la aproximación de 

las células tumorales y la estimulación provoca cambios fenotípicos 

caracterizados por una mayor expresión de FN1, COL1A1 o FSP1 (Bochet et 

al., 2013); pericitos a través de la modulación del PDGFR (Hosaka et al., 2016); 

y células estrelladas a través del eje CXCR4/TGFB1 tras el cocultivo con 

células tumorales (Tan et al., 2020). 
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Figura 17: Origen de los CAFs. El origen de los CAFs es diverso y complejo. Los CAFs 

pueden derivarse de fibroblastos residentes, células epiteliales, CSCs (células madre 

cancerosas), células endoteliales, MSCs derivadas de la médula ósea, HSCs (células 

madre hematopoyéticas), adipocitos, pericitos y células estrelladas. Cada tipo de célula 

puede dar lugar a los CAFs a través de la activación de vías de señalización específicas. 

Adaptado de (Ping et al., 2021). 

5.2. Heterogeneidad de los CAFs 

5.2.1. Activación de los CAFs  

El papel fisiológico de los fibroblastos es conocido en la respuesta a la 

cicatrización de las heridas, tanto en lesiones tisulares agudas como en 

lesiones crónicas, donde la activación continua de los fibroblastos y el depósito 

excesivo de componentes de la MEC puede deteriorar la función orgánica 

(Koliaraki et al., 2020; Tomasek et al., 2002). En el contexto del cáncer, los 

fibroblastos adquieren características similares a los de la fibrosis tisular y, 

además, establecen comunicaciones recíprocas con las células tumorales 

(Dakai Yang et al., 2023). Numerosas evidencias afirman que los CAFs 
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presentan un papel antitumoral temprano como respuesta a la lesión epitelial 

(Kalluri, 2016). No obstante, la estimulación continua puede provocar una 

inflamación crónica y alteración de la regeneración funcional del tejido (M. 

Zeisberg & Kalluri, 2013). La activación sostenida promueve el crecimiento, 

migración e invasión tumorales gracias a procesos de reprogramación y 

remodelación del MAT, caracterizada por una desmoplasia del estroma con 

aumento de depósito de MEC y, en última instancia, aparición de metástasis y 

resistencia terapéutica (Kuzet & Gaggioli, 2016).  

El mecanismo de activación de los CAFs es diverso y complejo y sigue 

siendo en gran medida desconocido, aunque la reprogramación epigenética 

contribuye a este estado de activación sostenida (Albrengues et al., 2015). Por 

ejemplo, estados de hipermetilación del promotor de RASAL1 que codifica un 

inhibidor de la oncoproteína RAS favorecen la fibrosis renal al activar de forma 

continuada los fibroblastos (Bechtel et al., 2010). También existen estados de 

hipometilación que pueden impulsar la regulación de los genes asociados al 

secretoma de los CAFs; o la senescencia de los fibroblastos asociada a la 

secreción de factores pro-tumorigénicos que pueden activar a los CAFs (L. 

Jiang et al., 2008). 

La plasticidad de los CAFs puede ser inducida a través de factores de 

crecimiento y citoquinas como el TGFB1, la proteína quimiotáctica de 

monocitos (MCP1), el PDGF, FGF, IL6, IL1, MMP y las especies reactivas de 

oxígeno secretadas por células tumorales o inmunitarias (Figura 18) (Marsh et 

al., 2013; Yoon et al., 2021). Además, los cambios estructurales que 

experimenta el MAT durante el crecimiento tumoral, como son el aumento de 

rigidez del estroma y las tensiones mecánicas, pueden alterar la disposición de 

las fibras de colágeno y activar la contractilidad y secreción de componentes 

de la MEC de los CAFs (Nia et al., 2020; Samuel et al., 2011). Con todo esto, 
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se desarrollan diferentes subpoblaciones de CAFs dando lugar a la gran 

característica de este tipo celular, la heterogeneidad (Biffi et al., 2019).  

En ocasiones, la activación de los fibroblastos en CAFs a través de la 

estimulación del factor de crecimiento TGFB1 conduce hacia la diferenciación 

de uno de los fenotipos más conocidos, el miofibroblasto. Se conoce como 

Transición Fibroblasto Miofibroblasto (FMT). Este fenotipo se caracteriza por 

una mayor expresión de -SMA, FSP1, VIM, entre otros marcadores 

mesenquimales, así como una mayor actividad del citoesqueleto contráctil 

(Bremnes et al., 2011; Dakai Yang et al., 2023). De este modo, se observa 

cómo existen grandes similitudes con el proceso de EMT que sufren los 

carcinomas epiteliales, siendo el TGFB1, a su vez uno de los principales 

factores de activación.   

 

Figura 18: Activación de los CAFs por múltiples mecanismos. Los fibroblastos se 

activan en respuesta a una lesión tisular y a los estímulos asociados para facilitar la 

reparación y la regeneración. El esquema resume algunos de los factores y citoquinas 

que pueden inducir la activación de los CAFs. Adaptado de (Kalluri, 2016; Sahai et al., 
2020). 
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5.2.2. Heterogeneidad funcional de los CAFs 

El estudio de la heterogeneidad funcional de los CAFs ha cobrado 

notable interés en los últimos años debido a que las variaciones en la 

composición del estroma no solo dan forma a la arquitectura intratumoral, sino 

que también contribuye a cambios funcionales en las células tumorales. 

Además de la MEC, los CAFs activados secretan proteínas 

extracelulares (colágeno, lamininas, elastina), enzimas de remodelación (Lisil 

oxidasa (LOX), MMP, TIMP), factores de crecimiento y/o citoquinas (TGFB1, 

VEGF, PDGFs, prostaglandina E2 (PGE2)) (Alexander & Cukierman, 2016). 

Los CAFs pueden establecer un ciclo de retroalimentación positiva con las 

células tumorales, manteniéndose en un estado de activación continuada 

(Figura 19) (Sun et al., 2022; Wong et al., 2022). A continuación, se describen 

los principales efectos producidos por la interacción bidireccional de CAFs con 

las células tumorales: 
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Figura 19: Heterogeneidad funcional de los CAFs en la progresión del cáncer. Los 

CAFs promueven la proliferación, la invasión, la metástasis y la vascularización a través 

de la secreción de factores de crecimiento celular y regulan la angiogénesis, el 

reclutamiento y polarización de células inmunitarias mediante la secreción de citoquinas 

y quimiocinas. La producción y remodelación de la MEC mediada por los CAFs juega un 

papel clave en la promoción de tumores. Adaptado de Ll 

• Proliferación y crecimiento: diferentes estudios demuestran que el 

cocultivo de células tumorales con CAFs pulmonares promueven la 

proliferación celular a través de la secreción de citoquinas y factores 

de crecimiento de forma autocrina y paracrina, tales como TGFB1, 

CXCL12, PDGF o IL6, que estimula el crecimiento de las células 

tumorales a través de la señalización JAK/STAT3 (P. Mishra et al., 

2011; Mukaida et al., 2014; Ramachandran et al., 2021; Vicent et al., 

2012; Wald et al., 2011).  
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• Invasión y metástasis: los factores solubles secretados por los CAFs 

en los medios condicionados in vitro pueden potenciar la capacidad 

invasiva de las células tumorales (Izumi et al., 2016). Por otra parte, los 

CAFs pueden mediar dicha migración a través de la remodelación de 

la MEC, creando brechas que facilitan el camino a las células tumorales 

y disminuyendo su fuerza de adhesión (Gaggioli et al., 2007). Los CAFs 

sintetizan proteínas estructurales como el colágeno tipo I y IV, factores 

de crecimiento del tejido conectivo y factores digestivos como son las 

MMPs y activadores de plasminógeno. Las MMPs juegan un papel 

importante en múltiples funciones del estroma tumoral como es la 

invasión, la angiogénesis, la regulación de la inflamación y la 

preparación del nicho metastásico (Kessenbrock et al., 2010). En este 

sentido, los CAFs contribuyen a generar fuerzas directas a través de la 

MEC, estirando los espacios preexistentes y generando una 

membrana basal permisiva para la invasión tumoral (Torok, 2018). 

Además, los CAFs mediante la secreción de factores como el TGFB1 

o la IL6 son capaces de activar la EMT de las células tumorales (L. 

Wang et al., 2017).  

• Angiogénesis: Los CAFs expresan distintas moléculas reguladoras de 

la angiogénesis como el VEGFA, así como factores proangiogénicos 

como CXCL12, PDGF-C o FGF2, lo que permite el crecimiento y 

metástasis del tumor (De Palma et al., 2017). 

• Escape inmunitario: se ha demostrado que los CAFs desempeñan un 

papel fundamental en la regulación del sistema inmunitario a través de 

la liberación de citoquinas y factores de crecimiento. En el cáncer de 

próstata, se ha descrito que los CAFs provocan una polarización de los 

macrófagos a un fenotipo promotor de tumores (TAM) al secretar IL6, 
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CXCL12 y TGFB1 (A. Zhang et al., 2017). Además, los CAFs pueden 

tener efecto inmunosupresor por la expresión de CXCL12 (Daniel et 

al., 2020). En la base de datos del carcinoma de células escamosas de 

pulmón del Atlas del Genoma del Cáncer, se encontraron una 

sobreexpresión de IL1, IL6, IL10, PDGF-B, CCL2, o del CSF1 (Wong 

et al., 2022). Los CAFs son capaces de inducir a las MDSC a través 

de CCL2, lo cual inhibe la producción de interferón γ (IFNγ) de las 

células T CD8+ favoreciendo la supresión de la proliferación celular 

(Xiang et al., 2020). Además, los CAFs pueden aumentar la expresión 

de PD-L1 a través de las citoquinas IL8 o CXCL2 (Inoue et al, 2019). 

• Cambios metabólicos en los CAFs y progresión tumoral: La interacción 

entre las células tumorales y los CAFs reprograma el metabolismo 

tumoral hacia la glucólisis aeróbica. Como consecuencia, los CAFs 

secretan metabolitos como el lactato y piruvato que serán absorbidos 

por las células tumorales, facilitando las necesidades metabólicas 

como fuentes de carbono alternativas (Zhenzhen Li et al, 2021). 

Además, se han observado alteraciones en el metabolismo de los 

lípidos y aminoácidos, con el aumento en la utilización de glutamina, 

crucial para el desarrollo de sus funciones protumorales (Koundouros 

& Poulogiannis, 2020; Mestre-Farrera et al, 2021). 

• Papel en la resistencia a fármacos antitumorales: se han demostrado 

algunos mecanismos por los que los CAFs pueden ayudar a las células 

tumorales en la adquisición de resistencia a los tratamientos. En primer 

lugar, se destaca la barrera física. Los CAFs aumentan la expresión de 

proteínas que forman parte de la MEC, hecho que aumenta la rigidez 

de la MEC y la dificultad de acceso de los fármacos a las células diana 

(Najafi et al, 2019). El aumento de la tensión mecánica que ejercen los 



INTRODUCCIÓN 

 65 

CAFs puede colapsar los vasos sanguíneos, provocando hipoxia y 

comprometiendo la eficacia de los tratamientos (Dufort et al, 2016; Jain 

et al, 2014). Por otro lado, en la resistencia adquirida a ITQs del EGFR 

se ha identificado al HGF y al FGF7, que pueden reactivar las vías de 

señalización de EGFR como es la vía PI3K-AKT y MAPK independiente 

de estos receptores (H. Hu et al, 2021). 

Los CAFs presentan diferentes perfiles transcriptómicos en cada 

órgano, incluso dentro de un mismo tipo de tumor (Öhlund et al, 2017; Rinn et 

al, 2006). La heterogeneidad de los marcadores en distintos tipos de tumores 

y su expresión en tejidos normales dificultan la identificación del papel de los 

CAFs y sus propiedades en el cáncer (Cortez et al, 2014; Council & Hameed, 

2009). Por tanto, la identificación de los CAFs requiere del uso de múltiples 

marcadores.  

5.2.3. Subpoblaciones principales de CAFs 

En la actualidad, las técnicas de secuenciación de ARN de células 

individuales (del inglés single cell RNA sequencing, en adelante scRNA-seq) 

aplicado a los CAFs intratumorales, así como la caracterización de sus 

orígenes, ha llevado a la identificación de diferentes subtipos en el cáncer de 

pulmón, mama y páncreas, entre otros (Cords et al, 2023; Elyada et al, 2019; 

Lambrechts et al, 2018; Öhlund et al, 2017). De este modo, los primeros 

estudios clasificaron a los CAFs en dos poblaciones: mioCAFs, con fenotipo 

miofibroblasto e iCAFs con capacidad reguladora de la inflamación (Öhlund et 

al, 2017). En el cáncer de páncreas, los CAFs próximos a los focos tumorales 

presentaron mayoritariamente un fenotipo mioCAF, caracterizados por una 

mayor expresión de -SMA, colágeno, mayor capacidad contráctil, adhesión 

focal y por tanto, un papel en la remodelación de la MEC, cuya activación es 
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inducida por la FMT, donde el TGFB1 juega un papel clave (Elyada et al, 2019; 

Penke & Peters-Golden, 2019; Shi et al, 2020). Sin embargo, los CAFs más 

alejados de la zona tumoral presentaban una mayor expresión de citoquinas y 

quimioquinas (IL6, IL8, CXCL1, CXCL2, CXCL12, entre otras) y un incremento 

en las vías inflamatorias NF-κB y JAK/STAT3 (Figura 20) (Bartoschek et al, 

2018; Elyada et al, 2019; Lavie et al, 2022). Además, se ha determinado que 

estos dos fenotipos son dinámicos e interconvertibles a través de la 

estimulación de diferentes vías (Elyada et al, 2019). Este hecho respalda la 

hipótesis de que las subpoblaciones de CAFs tienen un alto potencial de 

plasticidad, lo que justifica inducir cambios fenotípicos como estrategia para el 

desarrollo de nuevas terapias contra el cáncer (Dakai Yang et al, 2023).  

Recientemente se identificó una nueva población de CAFs (CAF 

presentador de antígeno o apCAFs) caracterizada por una expresión de genes 

relacionados con el MHC de clase II, confiriendo funciones 

inmunomoduladoras (Elyada et al, 2019).  

 

Figura 20: Principales subpoblaciones de CAFs. Adaptado de (Lavie et al, 2022).  

Por otro lado, en el caso del cáncer de mama, se han identificado CAFs 

con elevada expresión de FAP, así como de proteasas de serina que participan 

en la remodelación de la MEC y la fibrogénesis, además de presentar un papel 
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inmunosupresor mediado por las células Treg (C. Han et al., 2020). Otros 

estudios de scRNA-seq en cáncer de mama han encontrado otras 

subpoblaciones como los CAFs vasculares (vCAFs) caracterizados por el 

marcador nidogen-2 o CAFs de matriz (mCAFs) que expresan el marcador 

PDGFR-α (H. Li et al, 2017). 

En el CPNM, Lambrechts et al. analizaron las células estromales 

derivadas de tejidos tumorales y tejidos pulmonares no tumorales mediante 

scRNA-seq e identificaron siete subpoblaciones moleculares de fibroblastos, 

donde cinco de ellas eran características de tejidos tumorales. Una de estas 

subpoblaciones presentaba características EMT y expresión de genes 

asociados al TGFB1; otra subpoblación se caracterizaba por mayor expresión 

de ACTA2 junto con genes involucrados en miogénesis y angiogénesis, 

pudiendo clasificarse como mioCAFs; y dos de los otros cinco subtipos 

presentaban mayor expresión de genes relacionados con la glucólisis 

(Lambrechts et al, 2018). 

En definitiva, la literatura nos demuestra que la clasificación de los 

diferentes subtipos de CAFs es compleja y depende del estadio, ubicación 

tisular, características y tipo de cáncer. De este modo, es crucial el estudio de 

la heterogeneidad de los CAFs para establecer una terminología de consenso 

y una comprensión más profunda de su papel en la remodelación del MAT y la 

progresión tumoral. Este conocimiento será fundamental para establecer 

mejoras en terapias futuras basadas en la modulación de aquellas 

subpoblaciones de CAFs que más intervengan en la progresión tumoral y 

especialmente, en el contexto de las resistencias a terapias dirigidas frente a 

ITQs de EGFR, constituyendo el eje central de este trabajo. 
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6. NICOTINAMIDA N-METILTRANSFERASA  

6.1. Expresión y funciones de la NNMT  

La nicotinamida N-metiltransferasa (NNMT) es una enzima metabólica 

originalmente identificada como responsable en la eliminación de la vitamina 

B3. La NNMT cataliza la N-metilación de la nicotinamida (NAM, una de las 

formas de la vitamina B3) y otras piridinas (Alston & Abeles, 1988), utilizando 

el donante universal metilo S-adenosilmetionina (SAM) (S. C. Lu, 2000; Pissios, 

2017). La transferencia de un grupo metilo forma el producto metabólicamente 

inerte 1-metil nicotinamida (1-MNA) y la S-adenosil homocisteína (SAH) 

(Palanichamy et al, 2017).  

El gen que codifica la NNMT humana se localiza en el cromosoma 11 y 

codifica para una proteína citoplasmática con un peso molecular de 29 kDa 

(Hanazawa et al., 1994). En condiciones fisiológicas, la NNMT se expresa 

principalmente en el hígado (J. Xu et al., 2003), siendo baja en el cerebro, 

pulmón, corazón, riñón, músculo esquelético y la placenta (G. Liang et al, 

2023). Por el contrario, se ha observado una elevada expresión en el cerebelo 

y el núcleo caudado de pacientes con enfermedad de Parkinson, EPOC, y/o 

algunos tipos de cáncer (K. Y. Liu et al, 2015; X. M. Lu & Long, 2018).  

Además, la función de la NNMT estaba relacionada con la 

biotransformación y detoxificación de múltiples fármacos y compuestos 

xenobióticos, así como la regulación de los niveles intracelulares de NAM 

(Brachs et al, 2019). El estudio del papel de la NNMT se ha centrado en la 

regulación de vías metabólicas en las células adiposas y hepáticas gracias al 

consumo y formación de metabolitos (Pissios, 2017). La NNMT ejerce un papel 
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aparentemente contradictorio en el hígado y en el tejido adiposo, donde sus 

niveles se correlacionan con rasgos metabólicos opuestos. En concreto, la 

expresión hepática de NNMT mejora los parámetros lipídicos, mientras que la 

alta expresión de NNMT en el tejido adiposo se correlaciona con un mayor nivel 

de grasa corporal y una mayor resistencia a la insulina (Trammell & Brenner, 

2015).  

En la actualidad, existe un especial interés en el estudio del papel de la 

NNMT en las adaptaciones metabólicas que ocurren en el MAT y su implicación 

en los procesos protumorales. La NNMT se ha observado incrementada en 

diferentes tipos de cánceres y numerosos estudios afirman que podría utilizarse 

como herramienta de diagnóstico temprano y no invasivo (Pozzi et al, 2018; 

Sartini et al, 2012, 2013). De hecho, la sobreexpresión de la NNMT está 

relacionada con un mal pronóstico en diferentes cánceres como el CPNM, de 

mama u ovario, entre otros (S. Li et al, 2018; Sartini et al, 2015). El 

silenciamiento de la NNMT favorece la apoptosis de las células tumorales de 

cáncer de mama y disminuye la tumorigenicidad de las células de CPNM 

(Sartini et al, 2015). En el cáncer gástrico, se ha establecido una correlación 

de la NNMT con el grado de infiltración inmunitaria (Wu et al., 2020). También 

puede promover el crecimiento de las células del cáncer colorrectal y aumentar 

la resistencia al tratamiento con 5-fluorouracilo a través de la producción de 1-

MNA (Xie et al, 2014, 2016). Además, se ha estudiado el papel de la NNMT 

como un biomarcador sérico y sensible a la detección en el cáncer colorrectal 

(Song et al, 2020). En el cáncer gástrico se ha observado que la 

sobreexpresión de NNMT se relaciona con una mayor expresión de TGFB1 y 

una inducción del programa EMT (L. Liang et al, 2018). Esta enzima también 

interviene en la regulación de la resistencia a los inhibidores de EGFR en el 

CPNM. La sobreexpresión NNMT incrementa la expresión de MYC vía SIRT1, 



 INTRODUCCIÓN 

 70 

una desacetilasa dependiente de NAD+ (J. Wang et al, 2022; Y. Wang et al, 

2019). 

La expresión de la NNMT está implicada en la fosforilación de AKT (Tang 

et al, 2011; M. G. Thomas et al, 2013). Esto potencia la señalización pro-

oncogénica dentro de la célula y promueve la metástasis (Tang et al, 2011), la 

inhibición de la apoptosis (Parsons & Facey, 2021; J. Zhang et al., 2014), la 

aparición de la resistencia a los fármacos (Jabbarzadeh Kaboli et al., 2020; 

Milani et al., 2013) y el apoyo a la glucólisis mediante el aumento de la 

expresión de la hexoquinasa (Wallace, 2005).  

En conjunto, la NNMT interviene en la regulación de procesos celulares, 

que producen un cambio metabólico celular con una glucólisis aumentada y un 

mantenimiento de la síntesis de NAD+. Todo ello favorece la inducción de 

procesos pro-oncogénicos (Figura 21) (Y. Gao et al., 2021; Parsons & Facey, 

2021). 

 

Figura 21: Resumen de los efectos celulares pro-oncogénicos de la NNMT. Adaptado 

de (Parsons & Facey, 2021). 
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6.2 Regulación de la expresión de NNMT  

Hace ya unos años, se planteó que la activación del factor nuclear 

hepático-1 (HNF1) potenciaba la sobreexpresión de la NNMT en las células 

de cáncer papilar de tiroides (J. Xu et al., 2005). También se demostró que la 

NNMT y su actividad catalítica podían ser reducidas por el inhibidor 

depsipéptido de la histona desacetilasa (J. Xu & Hershman, 2006). En el tejido 

adiposo, se ha observado que la disponibilidad de glucosa regula la expresión 

de NNMT (Ehebauer et al., 2020). Además, durante el proceso de restricción 

calórica los niveles de NNMT se incrementan tanto en hígado como en 

músculo, lo que sugiere que la NNMT podría funcionar como un sensor de 

energía (Hong et al., 2015; Ström et al., 2018). Se ha identificado que las vías 

de señalización de los transductores y activadores de STAT3 (Tomida et al., 

2008), y del NF-κB (S. Hsu et al., 2012; L. Liang et al., 2018) son importantes 

en la sobreexpresión de NNMT en los tumores, donde niveles elevados de esta 

enzima aparecen asociados al programa EMT (L. Liang et al., 2018; W. Zhang 

et al., 2022).  

6.3. Principales rutas metabólicas asociadas a la NNMT 

La NNMT es la principal enzima metabolizadora de la NAM, precursora 

de NAD+. El NAD+ es el cofactor mejor conocido por donar electrones al 

complejo mitocondrial I en la cadena de transporte de electrones y un factor 

de varias enzimas del metabolismo de la glucosa (Rich & Maréchal, 2010). El 

NAD+ también es un sustrato para varias enzimas como sirtuínas y las poli-ADP-

ribosiltransferasa (PARP) que desempeñan un papel en la regulación 

epigenética y el metabolismo energético (Haigis & Guarente, 2006; Wątroba et 

al., 2017).  
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En la Figura 22 se resumen las interconexiones entre el ciclo de la 

metionina, principal productor de SAM (y de capacidad antioxidante en forma 

de glutatión reducido, GSH), la síntesis de poliaminas, el metabolismo del folato 

y la biogénesis del NAD+ a partir de nicotinamida, cofactor esencial para la 

biosíntesis y energía (Yaku et al., 2018). 

 

Figura 22: Principales rutas metabólicas en las que está implicada la NNMT. El ciclo 

de la metionina alimenta importantes rutas metabólicas como la síntesis de ácidos 

nucleicos (metabolismo del folato), la defensa antioxidante (mediada por el antioxidante 

GSH o glutatión reducido) o las reacciones de metilación de ADN y proteínas (aportando 

SAM, principal dador de metilos), y está conectado con el metabolismo del dinucleótido 

de nicotinamida y adenina NAD+ , esencial para la producción de NADP+ (y la biosíntesis 

de macromoléculas como los lípidos) y energía en las mitocondrias. La NNMT consume 

SAM para dar 1-MNA, y su hiperactividad depleciona tanto la capacidad metiladora como 

la nicotinamida, comprometiendo así el pool intracelular de NAD+ en algunos modelos 

experimentales. En rojo se han destacado las enzimas que se estudiarán en este proyecto 

(Figura tomada de la Tesis Doctoral de Inés Pulido “Análisis genómico funcional de la 

resistencia a las terapias anti-EGFR asociada al fenotipo mesenquimal en el cáncer 

pulmonar”, Universidad de Valencia, 2017). 
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Además del metabolismo de NAM y SAM, el 1-MNA puede aumentar 

directamente la expresión de la proteína Sirt1 (Hong et al., 2015). SIRT1 es un 

regulador de la gluconeogénesis y de la síntesis de colesterol y está 

estrechamente relacionado con el metabolismo del NAD+ (Erion et al., 2009). 

En condiciones fisiológicas, el NAD+ se convierte en NAM a través de sirtuinas 

y la poli-ADP-ribosiltransferasa (PARPs) (Covarrubias et al., 2020). Tanto las 

sirtuínas como las PARPs rompen el NAD+ y liberan NAM que inhibe su 

actividad enzimática (Bockwoldt et al., 2019). La NNMT previene la 

acumulación de NAM y su efecto inhibidor sobre las enzimas dependientes de 

NAD+. Los cambios en la actividad de NNMT podrían influir potencialmente en 

los niveles intracelulares de NAM y NAD+ y en la actividad de múltiples enzimas 

(Roberti et al., 2021). Por lo tanto, la NNMT interviene en múltiples rutas 

metabólicas y tiene un papel destacado en el metabolismo del cáncer a través 

de diferentes vías. 

6.3.1. Relación entre el metabolismo y la reprogramación epigenética 

Diversos estudios han demostrado que el metabolismo celular presenta 

un impacto en las vías de señalización que, en última instancia, regulan la 

expresión génica mediante cambios dinámicos en el estado de la cromatina 

(Thakur & Chen, 2019). Las células tumorales reprograman las vías de 

obtención de nutrientes con el fin de satisfacer las demandas de proliferación 

celular descontrolada (Bose et al., 2020). Algunos metabolitos intermedios 

obtenidos en la fosforilación glucolítica y oxidativa sirven como cofactores o 

sustratos de enzimas implicadas en la modificación postraduccional y la 

expresión génica (Xiao Yu Li et al., 2022). Uno de los principales procesos 

epigenéticos regulados por los cosustratos generados por el metabolismo 

celular son las modificaciones post-traduccionales de las histonas, como son 
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la acetilación y la metilación (Simithy et al., 2017). Al influir en la estructura de 

la cromatina, se modulan la accesibilidad de los genes y su estado 

transcripcional, lo que proporciona un vínculo entre el metabolismo y la 

regulación de la expresión génica (Fan et al., 2015).  

En el contexto del cáncer, cuando la actividad NNMT es elevada, la 

cesión de metilos por parte de la SAM a histonas o ADN está comprometida. 

Esto provoca un efecto “sumidero de metilos” en forma de 1-MNA, 

conduciendo al agotamiento de la SAM y reduciendo el potencial de metilación 

global de las células. El estado de la cromatina depende de la actividad y el 

nivel de enzimas modificadoras de esta, como son las metiltransferasas de 

ADN y las desacetilasas de histonas. Esta situación provoca un estado de 

hipometilación y grandes cambios metabólicos y epigenómicos que regulan la 

expresión de múltiples genes (Y. Gao et al., 2021; Haws et al., 2020; Kaelin & 

McKnight, 2013; C. Lu & Thompson, 2012; Song et al., 2020).  

Se ha observado que la NNMT controla la actividad de la proteína 

supresora de tumores fosfatasa 2A (PP2A) al influir en su estado de metilación 

(Palanichamy et al., 2017). Al disminuir el equilibrio de donantes de metilo, las 

células que sobreexpresan NNMT muestran una considerable reducción en 

PP2A metilada, con la consiguiente inactivación de proteínas que, a su vez, 

promueve la activación basal de la vía ERK y una expresión alterada de varios 

genes como SNAI2 o TGFB2 (Ulanovskaya et al., 2013). Eckert y 

colaboradores determinaron que la NNMT estromal podría regular 

transcripcionalmente la expresión génica al afectar a la histona 3 H3K4me3 y 

H3K27me3 en las regiones promotoras de los genes (Eckert et al., 2019). En 

el carcinoma escamoso de esófago, la elevada expresión de NNMT conduce a 

una disminución en la modificación de H3K4me3 en el promotor de CDH1 así 

como una inhibición de la modificación m6A del ARNm de CDH1. De este 
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modo, la NNMT promueve la EMT inhibiendo la expresión de la CDH1 a nivel 

transcripcional y post-transcripcional (Q. Huang et al., 2024). Además, la 

NNMT actúa como un regulador metabólico que puede ajustar el estado de 

metilación de las células tumorales (Roberti et al., 2021). 

6.4 La NNMT en el estroma tumoral 

La revolución en la investigación del MAT ha impulsado el estudio del 

papel de la NNMT en el estroma tumoral, más concretamente, en los CAFs. En 

el cáncer de ovario, la NNMT del estroma actúa como un regulador metabólico. 

Además, parece ser fundamental para impulsar el fenotipo CAF y, por 

consiguiente, tiene un papel protumorigénico en el estroma tumoral (Eckert et 

al., 2019). En los cánceres colorrectales y gástricos, la NNMT estromal se 

postula como un prometedor biomarcador de pronóstico al presentar una 

correlación positiva con los estadios TNM avanzados (Song et al., 2020; L. 

Zhang et al., 2021). Todas estas evidencias que relacionan la NNMT del 

estroma con la progresión tumoral en diferentes tipos de cáncer justifican la 

necesidad de estudiar esta proteína en el contexto del CPNM, objetivo de esta 

tesis doctoral. 
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1. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La heterogeneidad de los CAFs en el CPNM requiere de la identificación 

de marcadores que permitan su correcta clasificación y caracterización 

funcional para establecer su papel en la remodelación del MAT, la progresión 

tumoral y la resistencia a las terapias. 

La NNMT de las células tumorales y del estroma de otras neoplasias es 

importante en el desarrollo tumoral. La hipótesis de este trabajo fue que la 

NNMT estromal regula el fenotipo miofibroblasto asociado a la progresión 

tumoral y la resistencia a los ITQs de EGFR en el CPNM dirigido por mutaciones 

en EGFR. Para validar esta hipótesis planteamos los siguientes objetivos 

específicos: 

- Obtener y caracterizar el fenotipo in vitro de una colección de FNs 

y CAFs aislados de biopsias quirúrgicas procedentes de pacientes 

con CPNM. 

- Evaluar el efecto de la estimulación de estos cultivos primarios de 

fibroblastos con el factor pro-FMT TGFB1. 

- Examinar la expresión y localización de α-SMA y NNMT y el 

volumen de tumor ocupado por el estroma en las biopsias 

quirúrgicas obtenidas de pacientes con CPNM mediante técnicas 

inmunohistoquímicas y su correlación con las covariables clínicas. 

- Modular la expresión de NNMT en los CAFs de CPNM mediante 

vectores lentivirales con secuencias de silenciamiento y analizar 

su contribución en el fenotipo miofibroblasto. 

- Estudiar el MAT in vitro utilizando cocultivos bidimensionales y 

tridimensionales de CAFs con células de CPNM EGFR mutantes. 
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- Evaluar el impacto de la inhibición de la NNMT en la resistencia de 

las células tumorales de CPNM a los ITQs en los cocultivos. 

 



 

 

 

III. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 

 

 



 

 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS  

 83 

1. MODELO EXPERIMENTAL Y MUESTRAS CLÍNICAS  

Los estudios se llevaron a cabo en cultivos primarios de fibroblastos 

aislados de biopsias quirúrgicas de pacientes con CPNM y subtipo 

adenocarcinoma, en estadios iniciales mayoritariamente (ver sección 

Resultados y Discusión, Tabla 17). Un total de 39 pacientes fueron sometidos 

a intervención quirúrgica con la finalidad de extirpar el tumor pulmonar en el 

Servicio de Cirugía Torácica del Hospital Universitario de La Ribera (Alzira, 

Valencia). Se obtuvieron muestras pareadas de FNs aislados del tejido normal 

adyacente al tumor (fibroblastos del grupo control), y CAFs aislados del tejido 

tumoral de cada uno de los pacientes. Esto permitió establecer comparaciones 

intrapaciente entre ambos grupos de fibroblastos y permitió contrastar los 

resultados in vitro con los hallazgos o variables clínicas de dichos pacientes.  

Cabe destacar que la obtención de las muestras fue anterior a la 

administración del tratamiento con el agente quimioterápico, ya que en muchos 

pacientes solo se realizó la cirugía torácica. No obstante, en algunos de los 

pacientes que sufrieron recaídas se realizó el estudio genético de las biopsias 

para la clasificación de las mutaciones en EGFR/KRAS/BRAF/EML4-ALK o 

ROS y la posterior administración de la terapia dirigida (ver sección Resultados 

y Discusión Tabla 17). 

El proyecto fue aprobado por el “Comité Ético del Hospital Universitario 

de la Ribera” y todos los pacientes firmaron el consentimiento informado para 

su reclutamiento y posterior uso de las muestras biológicas.  

También se emplearon las líneas celulares HCC4006 y HEK 293 LTV. 

Las células HCC4006 son una línea tumoral de adenocarcinoma pulmonar con 
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EGFR mutado (delección del exón 19 procedentes de la American Type Culture 

Collection (ATCC) (Figura 23). Esta línea celular fue marcada con la molécula 

fluorescente mCherry (roja) para poder identificar las células tumorales y 

distinguirlas de los fibroblastos en los estudios de cocultivo. HEK 293 LTV es 

una línea embrionaria de riñón que se utilizó para el empaquetamiento de 

partículas lentivirales. 

 

 

 

Figura 23: Imágenes de la morfología de las líneas celulares empleadas. 

En el estudio inmunohistoquímico se analizaron los bloques de tejido 

parafinado de 27 pacientes de adenocarcinoma pulmonar, algunos de los 

cuales también fueron empleados para los estudios in vitro (N=20). El análisis 

se llevó a cabo en colaboración con el Servicio de Anatomía Patológica del 

Hospital Quirón de Valencia (Patológika Laboratorio S.L.) y contó con la ayuda 

inestimable del patólogo Dr. Javier Alcácer. A partir de las historias clínicas de 

los pacientes, se recopilaron las fechas de cirugía y seguimientos de la 

evolución clínica y se calcularon los siguientes parámetros clínicos: 

supervivencia libre de progresión (SLP) calculado como el tiempo transcurrido 

entre la cirugía y la recaída de la enfermedad por progresión local o 

metastásica; y la supervivencia global (SG), periodo de tiempo entre el 

diagnóstico y exitus.  

FNs  CAFs HCC4006 

10X 



MATERIAL Y MÉTODOS  

 85 

2. CULTIVOS CELULARES 

Los fibroblastos aislados de las biopsias pulmonares humanas y la línea 

HEK LTV 293 se cultivaron en medio completo compuesto por: 

- 90% Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) con L-

Glutamina (Biowest)  

- 10% de Suero Bovino fetal inactivado (SBF) (GibcoTM, Life 

Technologies). 

- 100 U/ml de penicilina (GibcoTM, Life Technologies). 

- 100 µg/ml de estreptomicina (GibcoTM, Life Technologies). 

- 0,25 µg/ml de fungizone (GibcoTM, Life Technologies). 

Para la línea celular HCC4006 el medio utilizado fue 90% Roswell Park 

Memorial Institute médium (RPMI, Biowest) con idéntica suplementación que 

el DMEM. 

2.1. Aislamiento de fibroblastos primarios de pulmón humano y 

congelación 

El aislamiento de los CAFs y FNs procedentes de las biopsias quirúrgicas 

se llevó a cabo mediante digestión enzimática con LiberaseTM (Sigma-Aldrich) 

(compuesta por colagenasa I y II), lo que favoreció favorecer la disgregación y 

digestión del tejido pulmonar. En primer lugar, se fragmentó el tejido pulmonar 

en pequeñas porciones en una placa Petri de 10 cm con la ayuda de un bisturí.  

Los pequeños fragmentos se digirieron con la mezcla de disgestión compuesta 

por DMEM high glucose (Biowest) y 0,1 mg/ml LiberaseTM en un tubo de 1,5 ml 

durante toda la noche a 37ºC y agitación. 
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Posteriormente, la solución digerida resultante se filtró mediante un filtro 

de 100 µm (FalconTM). Tras los lavados por centrifugación a 1500 rpm, 25ºC 

durante 15 minutos, los extractos celulares se cultivaron en medio de cultivo 

DMEM completo. Cada digestión celular se sembró en placas de 25 cm2 

(FalconTM), incubándose a 37ºC en una atmósfera húmeda al 5% de CO2. Las 

células se incubaron durante 5-7 días hasta alcanzar el 80% de confluencia. 

En este momento y tras retirar el medio y lavar la monocapa con tampón fosfato 

salino (PBS) (GibcoTM), se empleó una solución de 0,05% tripsina-ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM pH 8.0 (GibcoTM) para despegar las 

células de la superficie de plástico. A continuación, se realizó un contaje celular 

de la suspensión de células obtenidas y se sembraron frascos de 75 o 150 cm2 

(FalconTM) en caso de mantenimiento y/o expansión del número de células, o 

bien otro tipo de placas según el diseño experimental. Tras el tercer pase, las 

células se congelaron a razón de 2 millones de células por criovial en medio de 

congelación compuesto por 10% DMSO en SBF durante 24 horas en un 

congelador de -80ºC.Para ello, se empleó un Mr. Frosty™ ya que este 

recipiente está diseñado para conseguir una velocidad de refrigeración muy 

próxima a -1ºC/minuto. Finalmente, los crioviales se depositaron en un tanque 

de nitrógeno líquido en el Servicio de Cultivos Celulares del SCSIE-UV para su 

conservación a largo plazo. Los experimentos que se presentan en este trabajo 

se realizaron entre los pases 3 y 12, ya que pases superiores pueden alterar el 

fenotipo original del fibroblasto al tratarse de células senescentes. Además, 

esto permitió comparar los experimentos de forma más sistemática, 

reduciendo la variabilidad en los resultados obtenidos asociada al número de 

pases aplicados.  
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2.2. Caracterización del cultivo 

La caracterización de los cultivos de fibroblastos primarios obtenidos de 

los pacientes se realizó mediante una inmunofluorescencia de α-SMA y VIM, 

considerados marcadores distintivos de este tipo celular. Con la finalidad de 

evaluar la pureza de estos cultivos, se examinó la CDH1 como marcador 

epitelial que no aparece en los fibroblastos e indica la presencia de células 

epiteliales. Con este fin, se cultivaron los fibroblastos y se realizó la 

inmunofluorescencia siguiendo el protocolo detallado en el subapartado 9. 

Como se muestra en la Figura 24, se observó que todos los fibroblastos fueron 

negativos para CDH1, positivos para VIM (en color amarillo), y una proporción 

de ellos también fueron positivos para α-SMA (en color verde).  

 

Figura 24: Inmunofluorescencia de marcadores FMT y epiteliales en FNs y CAFs. 

Los fibroblastos FNs y CAFs se sembraron, y tras 48 horas, se fijaron con 

paraformaldehido (PFA) al 4%. Se observan imágenes representativas, en las que los 

núcleos teñidos con Hoechst-33342 aparecen en azul, α-SMA en verde, VIM en amarillo 

y CDH1 está ausente. Las imágenes fueron tomadas en un microscopio Leica DM4500B 

(20X). 
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3. ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN Y VIABILIDAD CELULAR 

El número de células y la viabilidad de los cultivos celulares se evaluó 

mediante el contador automático CountessTM (Cell counting chamber slides, 

Invitrogen™). La técnica de contaje se basa en el método de exclusión del 

colorante vital azul tripán. Este colorante se introduce en el interior de las 

células que presentan roturas en la membrana. Sin embargo, no puede 

atravesar las células con membrana intacta, que presentan un aspecto 

redondeado y transparente. Al entrar el colorante, las células alteradas 

adquieren un tono azul, aunque conservan una morfología similar a las células 

viables.  

Para la realización del contaje, tras la tripsinización, se recogieron las 

células con medio completo, se centrifugaron a 1.500 rpm 5 minutos y se 

descartó el sobrenadante. Se resuspendió el pellet de células con medio 

completo y se preparó una alícuota de la suspensión de células con una 

solución de azul tripán al 0,4% en una relación 1:1. Posteriormente, se introdujo 

dicha mezcla en la cámara de contaje específica del contador automático 

Countess™ II (Invitrogen™) y se obtuvo la relación de células vivas y muertas. 

4. ESTUDIOS DE MIGRACIÓN CELULAR. SCRATCH ASSAY 

El ensayo de herida o scratch assay permite la evaluación del cierre de 

herida in vitro como un indicador directo de la capacidad de migración al 

realizar una herida en la monocapa, ya que las células en el nuevo borde van 

a migrar hacia la apertura para cerrarla hasta llegar a formar nuevos contactos 

célula-célula.  
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Para ello, se sembraron las células a elevada confluencia (0,5x106 FNs 

o CAFs por pocillo) en placas de 6 pocillos con DMEM completo. Para que el 

tamaño del área a analizar fuera el mismo en todos los pocillos, se delimitó la 

zona de estudio de la herida a 1,4 cm de longitud. A las 24 horas, habiéndose 

alcanzado una confluencia del 90%, se cambió el medio y se reemplazó por 

DMEM con un 1% de SBF para evitar efectos del suero en la capacidad 

migratoria. Pasadas 24 horas con esta nueva condición, se realizó la herida in 

vitro con una punta de pipeta estéril de 1-10 µL. Para eliminar los restos 

celulares y limpiar la zona de la herida, se realizaron dos lavados con PBS y 

posteriormente se añadió DMEM 1% SBF y mitomicina C concentración de 1,5 

µg/ml. La mitomicina C es un citostático inhibidor de la capacidad proliferativa 

de las células al unirse al ADN, lo que nos permite estudiar de forma más 

objetiva la capacidad de migración. Además, se incluyó un control por línea 

celular sin mitomicina C para evaluar su funciamiento óptimo. 

La duración del ensayo fue de 48 horas y se tomaron imágenes en el 

microscopio invertido (Zeiss Primovert) a 40x a las 0, 24 y 48 horas, 

observándose así las variaciones en el área de la herida. A continuación, con 

la ayuda del programa Adobe Photoshop CS5 se unificaron las imágenes de 

cada porción de la herida para obtener una sola imagen y finalmente se calculó 

la variación del área en cada periodo de tiempo con el programa Image J.  

5. GEL CONTRACCIÓN DE COLÁGENO 

El ensayo de contracción del gel de colágeno es considerado como una 

herramienta clásica en el campo de la mecanobiología para el estudio de la 

contracción de la matriz extracelular inducida por las células, ya que ejerce un 

papel importante en la cicatrización de las heridas y en la progresión tumoral. 
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Para el estudio de contracción, las células se tripsinizaron y se 

centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Se descartó el sobrenadante y el 

pellet de células se resuspendió hasta obtener una concentración de 0,2x106 

células/ml. En un tubo, se mezclaron 400 µL de la dilución celular con 200 µL 

de Colágeno rat tail (GibcoTM) de concentración 3 mg/ml. Se utilizaron 5 µL de 

NaOH 1M para alcanzar un pH óptimo para la gelificación. Este volumen 

mínimo de NaOH se optimizó en experimentos previos con la finalidad de 

obtener un gel con mayor rigidez en el menor tiempo. A continuación, se 

añadieron 500 µl de la mezcla en cada pocillo en placas de 24 y se incubaron 

a temperatura ambiente durante 20 minutos para favorecer la gelificación. 

Posteriormente, se separó el gel de las paredes de los pocillos con la ayuda de 

una punta de 1 µl. Finalmente, se añadió el mismo volumen del medio de cultivo 

con o sin TGFB1, se añadió PBS al resto de los pocillos no utilizados para 

mantener un ambiente húmedo y se incubó a 37ºC. Los cambios fueron 

observados en el diámetro del gel durante 24 y 48 horas y las imágenes fueron 

procesadas mediante ImageJ. Para cuantificar el grado de contracción celular 

se calculó el porcentaje de la variación del área del gel en cada periodo de 

tiempo respecto al área total del pocillo. 

6. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE TGFB1 

Los ensayos ELISA (ensayos inmunoadsorción ligado a enzima) son una 

técnica de inmunoensayo donde un anticuerpo primario que se une 

específicamente a un antígeno (aquel que se pretende cuantificar) es 

reconocido por un anticuerpo secundario ligado a una enzima capaz de 

producir un producto que puede detectarse por espectrofotometría. Para la 

determinación de los niveles de TGFB1 extracelular en las diferentes 

poblaciones celulares empleamos el kit FineTest EH0287. 
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Más concretamente, se sembraron 0,2x106 células en placas de 6 

pocillos con medio DMEM completo por triplicado. A las 24 horas, se cambió 

el medio para eliminar el SBF, sustituyéndose por BSA 4% en DMEM. La razón 

de la sustitución del SBF por BSA se debe a que el suero contiene TGFB1 y 

podría interferir en los resultados finales del experimento. Así pues, después de 

48 horas del cambio de medio, se recogió el sobrenadante, se congeló a -80ºC 

y se lisaron las células, para poder relativizar la cantidad de TGFB1 a la 

cantidad de proteínas.  

Una vez recogidas todas las muestras, se realizó el ensayo. En primer 

lugar, se activó el TGFB1 mediante la adición de HCl 1 N y se neutralizó con 

1,2 N NaOH/HEPES 0,5 M. A continuación, las muestras, patrones y blancos 

se añadieron a los pocillos cubiertos del anticuerpo primario durante 90 

minutos. Se realizaron los lavados pertinentes y se incubó con el anticuerpo 

secundario conjugado con biotina durante 1 hora. Tras 4 lavados, se añadió el 

cóctel de revelado para generar el cromóforo y la reacción se detuvo con la 

solución de parado del kit. Se midió espectrofotométricamente la absorbancia 

a 450 nm con el Multiskan® Spectrum (Thermo Scientific™). Finalmente, se 

realizaron los cálculos necesarios para ajustar las diluciones empleadas y los 

valores se extrapolaron en la recta patrón.  

Para el modelo tridimensional que describiremos en apartados 

posteriores, se llevó a cabo siguiendo los mismos pasos con la particularidad 

de utilizar una mezcla del sobrenadante procedente de 10 esferas por muestra. 
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7. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN PROTEICA MEDIANTE 

WESTERN BLOT 

La técnica de Western blot permite la detección de proteínas específicas 

procedentes de lisados celulares. Esta técnica consta de diferentes pasos que 

se explicarán con detalle a continuación. 

7.1. Extracción y determinación de la concentración de proteínas  

En primer lugar, se cultivaron las células en placas de 90 mm, siendo 

tratadas según las condiciones del diseño experimental. Posteriormente, una 

vez alcanzada la confluencia deseada del 90%, se procedió a la obtención del 

extracto proteico. Para ello, se eliminó el medio de cultivo y se realizaron dos 

lavados con PBS en frío. A continuación, se procedió al lisado de las células 

mediante la utilización de un tampón de lisis (20 mM, Tris pH 7,5, 150 mM 

NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA 1% de TritónTM X-100 (v/v), 2,5 mM de 

pirofosfato sódico, 1 mM de β-glicerofosfato, 1 mM de Na3VO4 y 1 µg/mL de 

leupeptina) (Cell Signaling Technology), suplementado con inhibidores frente a 

un amplio rango de proteasas y fosfatasas (ThermoFisher Scientific) para evitar 

la degradación de las proteínas. Posteriormente, se sonicaron las muestras 

durante tres ciclos de 5 segundos de ultrasonidos mediante un sonicador 

Branson SLPe, al 30% de amplitud con 15 segundos de descansos. A 

continuación, el homogenado se centrifugó a máxima velocidad (16.900 g), a 

4ºC durante 15 minutos para separar los restos celulares de la fracción de 

proteína soluble. Para poder comparar la cantidad de una proteína 

determinada mediante Western Blot, se cuantificó la proteína total de los 

sobrenadantes mediante el método colorimétrico del reactivo fotosensible 

denominado Ácido Bicinonínico (BCA) (Fisher ScientificTM) medida a 560 nm. 
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Para ello, se preparó una recta patrón de albúmina de suero bovino (BSA; 

Roche) de concentración entre 0,01 mg/ml y 2 mg/ml, la cual permitió la 

obtención de la concentración de proteína en los lisados celulares interpolando 

los valores de absorbancia en la curva patrón. Finalmente, los extractos 

proteicos fueron guardados a una temperatura de -80ºC hasta su utilización.  

7.2. Electroforesis y Transferencia 

La separación de las proteínas se llevó a cabo mediante electroforesis 

desnaturalizante (SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis), la cual permite separar las proteínas en función del peso 

molecular. De este modo, el detergente aniónico SDS y agentes reductores de 

puentes disulfuro (β-mercaptoetanol, dithiothreitol DTT) permiten la 

desnaturalización de las proteínas y el SDS las envuelve formando micelas. Así 

pues, se consigue que la relación carga/masa sea la misma para todas las 

proteínas, pudiéndose despreciar la carga propia de las proteínas, quedando 

enmascarada por la carga negativa del SDS. Al aplicar el voltaje durante la 

electroforesis, se produce la separación de las proteínas por su peso 

molecular.  

A continuación, se mezclaron 12 μg de proteína con el volumen 

adecuado de tampón de carga según el grosor del gel y el número de pocillos 

de este (Tris 50 nM pH 6,8, glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), β-mercaptoetanol 

5% (v/v), 0,005% azul de bromofenol (p/v)) y se incubaron en una placa 

calefactora durante 5 minutos a 98ºC. Una vez desnaturalizadas, las muestras 

se cargaron en los geles. La mayor parte de los geles utilizados eran de 

poliacrilamida al 10% de 1 mm de grosor cuya concentración de acrilamida 

dependía del tamaño de las proteínas a determinar (Tabla 3). 
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Tabla 3: Composición de geles electroforesis SDS-PAGE 

Seguidamente, los geles se introdujeron en una cubeta con tampón de 

electroforesis pH 8,3 (Tris 25 mM, glicina 200 mM y SDS al 0,1% (p/v)). Se 

cargó el volumen necesario de las muestras en los pocillos correspondientes y 

se utilizaron los patrones de peso molecular (Precision Plus ProteinTM 

Standards Dual Color, Bio-Rad) para ayudar a la determinación de las proteínas 

de interés. El voltaje utilizado en un primer momento fue 70 voltios (25-30 mA). 

Una vez las muestras cargadas alcanzaron el gel separador, se incrementó el 

voltaje a 150V (25-30 mA) y se controló que las muestras no se saliesen del 

gel.  

 A continuación, se realizó una transferencia húmeda a membranas de 

nitrocelulosa 0,2 µm (AmserhamTM) durante 1 hora y 30 minutos (90 voltios, 

25-30 mA) en un sistema de electroforesis (Mini Trans-Blot® Electrophoretic 

GEL SEPARADOR (Resolving) (ml) 

Tamaño de proteínas a 

separar (KDa) 

 25-200 15-100 10-70 12-45 4-40 

Concentración acrilamida 6% 8% 10% 12% 15% 20% 

H2Od 1,595 1,345 1,095 0,845 0,47 0 

Acrilamida-Bisacrilamida 

(29:1) 40% (Sigma-Aldrich) 

0,75 1 1,25 1,5 1,875 2,5 

1,5 M Tris-HCl pH 8,8 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

SDS 10% (p/v) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

APS 10% (p/v)  

(Sigma-Aldrich) 

0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

TEMED (Sigma-Aldrich) 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 

GEL CONCENTRADOR (Stacking) (ml) 

Concentración acrilamida 5% 

H2Od 3,791 

Acrilamida-Bisacrilamida (29:1) 40%  0,625 
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Transfer Cell, Bio-Rad) usando un tampón de transferencia pH 8,3 (20% 

metanol v/v, Tris 25 mM, Glicina 192 mM).  

7.3. Inmunodetección 

Posteriormente, la membrana se incubó con una solución de bloqueo 

sintético de BSA 5% en TBS-Tween 0,1% (Tris-Cl 20 mM, NaCl 150 mM, pH 

7,6) durante 45 minutos en agitación suave para bloquear las posibles uniones 

inespecíficas. Se incubaron los anticuerpos primarios de elección con una 

dilución 1:1000 con BSA 5% en TBS-Tween durante toda la noche a 4ºC (Tabla 

4). Al día siguiente se realizaron varios lavados con TBS-Tween 0,1% para 

eliminar el exceso de anticuerpo primario y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios adecuados durante 90 minutos a temperatura ambiente 

conjugados con peroxidasa de rábano picante (HPR) (Tabla 5).  

Tabla 4: Anticuerpos primarios empleados en la detección de proteínas en 

Western blot. 

ANTICUERPOS PRIMARIOS 

Diana 
PM 

(kDa) 
Origen Dilución Casa comercial Referencia 

NNMT 28 Conejo 1:1000 Sigma PA059180 

SNAI1 29 Conejo 1:1000 Cell Signaling Technology 3879S 

α-SMA 42 Ratón 1:1000 Sigma A5228 

ACTB 45 Conejo 1:1000 Cell Signaling Technology 4967S 

FAP 95 Conejo 1:1000 Abcam Ab207178 

CDH2 140 Conejo 1:1000 Cell Signaling Technology 131165 

FN1 300 Ratón 1:1000 Invitrogen MA5-11981 
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Tabla 5: Anticuerpos secundarios empleados en la detección de proteínas en 

Western blot.  

ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Especificidad Conjugado Dilución Casa comercial Referencia 

Anti-ratón IgG HPR 1:1000 Cell Signaling Technology 7076P2 

Anti-conejo IgG HPR 1:1000 Cell Signaling Technology 7074P2 

 Se realizaron varios lavados durante 5 minutos en agitación fuerte para 

eliminar el exceso de anticuerpo secundario. Las membranas se revelaron 

utilizando un kit de detección de quimioluminiscencia (Pierce Fast Western Blot 

Kit, ECL, Thermo Fisher Scientific). El luminol presente en el ECL se oxida por 

parte del peróxido catalizado por la enzima peroxidasa y se transforma en un 

dianión excitado, el cual emite luz al volver al estado fundamental. Esta luz 

emite a 425 nm y puede captarse mediante la cámara de quimioluminiscencia 

con el sistema ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad). Finalmente, la imagen obtenida 

se analizó mediante densitometría con el programa informático ImageLab (Bio-

Rad) para evaluar la intensidad de píxeles relativa de mancha y se cuantificó el 

resultado relativizando a la proteína constitutiva ACTB. 

8. AISLAMIENTO DE ARN Y RT-QPCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), permite el análisis de la 

expresión génica al amplificar un fragmento de ADN determinado. En nuestro 

estudio, se ha llevado a cabo esta técnica para poder estudiar ADN 

complementario (ADNc) obtenido a partir de ARNm extraído de las muestras 

mediante la reacción de transcripción inversa. Para la PCR cuantitativa (qPCR), 

se utiliza ADN como molde, un par de primers específicos, un tampón de 

reacción adecuado y la enzima ADN polimerasa termoestable. De este modo, 

se pueden estudiar los niveles de ARNm de un gen en concreto y compararlos. 

Los pasos que se llevaron a cabo se describen a continuación: 
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8.1. Extracción ARN 

Para el cultivo bidimensional, se sembraron 0,2 x106 células en placas 

de 60 mm en DMEM completo hasta alcanzar una confluencia del 80%. En el 

caso del modelo tridimensional explicado en apartados posteriores, tras el 

periodo de formación de las esferas, se recogieron 10 esferas por condición 

parar llevar los estudios transcripcionales por PCR.  

A continuación, se realizó la extracción de ARN utilizando puntas de 

pipeta, tubos y columnas libres de ARNasas y conservando en frío las muestras 

para evitar la degradación del ARN. Se retiró el medio, se realizaron dos 

lavados con PBS y se procedió al proceso de extracción de ARN siguiendo las 

indicaciones del protocolo del kit E.Z.N.A.® FFPE ARN Kit (Omega BIO-TEK, 

VWR). 

En primer lugar, se lisaron las células con 350 µL de un tampón de lisis 

TRK suplementado con un 20% de β-mercaptoetanol (v/v), asegurándose que 

toda la base de la placa quedara cubierta para poder extraer la mayor cantidad 

de ARN. Posteriormente, se añadió etanol al 70% en agua libre de ARNasa en 

el mismo volumen que el tampón de lisis. Se trasvasó la mezcla a las columnas, 

se realizaron múltiples lavados con tampones específicos del kit para purificar 

las muestras y se centrifugaron para favorecer la unión del ARN a las columnas, 

desechándose los líquidos filtrados. Se eluyó el ARN en 30 µL de agua libre de 

ARNasas y se cuantificó por medio de un espectrofotómetro NanoDrop™ 

(Thermo Scientific). Se midió la absorbancia a 260 nm y su pureza con el 

coeficiente A260/A280, obteniendo valores mayores a 1,8. Finalmente, las 

muestras fueron congeladas a -80ºC hasta su futura utilización. 
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8.2. Retrotranscripción 

Una vez cuantificadas las muestras, se realizó la retrotranscripción o 

reacción de la cadena de polimerasa en transcripción reversa (RT-PCR) para 

la obtención de ADNc gracias a la acción transcriptasa inversa. Para ello, se 

utilizó el kit RNA-PrimeScriptTM RT Reagent Kit (Takara). Los volúmenes 

empleados para la reacción de retrotranscripción se encuentran recogidos en 

la Tabla 6. El volumen final en cada reacción de transcripción fue de 20 µL con 

500 ng de ARN de las muestras. De este modo, se obtuvo una concentración 

final de 25 ng/µL de ADNc.  

Tabla 6: Lista de reactivos y volúmenes para la retrotranscripción. 

RNA-PRIMER SCRIPT RT REAGENT KIT 

Reactivo Volumen (µl) 

5X Prime Script Buffer 4 

Prime Script enzyme mix I 1 

Oligo dT primer 50 µM 1 

Random 6 mers 100 µM 1 

Agua libre ARNasas 8 

ARN 100 ng/µL 5 

VOLUMEN TOTAL 20 

Para llevar a cabo la retrotranscripción, se empleó un termociclador Life 

Eco (Bioer) sometiendo las muestras al siguiente proceso: 

- Transcripción reversa: 37ºC durante 15 minutos. 

- Inactivación de la transcriptasa inversa: tratamiento de choque 

de calor a 85ºC durante 5 segundos. 

- Estabilización del ADNc: 4ºC 
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Finalmente, se recogieron las muestras y se diluyeron con agua libre de 

ARNasas hasta una concentración de 5 ng/µL de ADNc y se almacenaron a -

20ºC hasta su futura utilización. 

8.3. Diseño, preparación y optimización de primers 

El diseño de los primers se llevó a cabo utilizando la base de datos 

PubMed. Se procedió a la búsqueda del gen y especie de interés. En nuestro 

caso, como las muestras proceden de pacientes, se seleccionó la opción 

Homo Sapiens. A continuación, se seleccionó el número de identificación del 

ENSEMBL y se escogió una secuencia consenso (CCDS) para estar seguros 

de que hibridaban y amplificaban en una región de nuestro gen de interés. 

Seguidamente, se eligió la secuencia de ADNc exónica (región codificante) del 

gen y se introdujo en el programa Primer 3. Para ello, se realizaron varias 

pruebas con diferentes secuencias hasta obtener los primers con una 

secuencia óptima. La temperatura fundente o melting (Tm) óptima debía de 

estar entre 58,5 y 61ºC, el tamaño de pares de bases entre 150-250 y el 

tamaño final del primer entre 18 y 24 pares de bases. Además, en una situación 

idónea, los primers forward y reverse deben hibridar entre dos exones 

diferentes. Si esto no fuese posible, los primers deben encontrarse cada uno 

de ellos en dos exones diferentes, separados por una secuencia intrónica. 

Asimismo, se aconseja que la composición en GC para ambos primers sea del 

50%. 

El primer forward coincide directamente con la secuencia de ADNc. Sin 

embargo, el primer reverse no se localiza directamente, para ello debemos 

obtener la secuencia complementaria e invertida. Una vez obtenidas las 

secuencias, nos aseguramos de que no hibridaban en otras localizaciones del 
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ADN genómico. Para ello, se utilizó la herramienta BLAST en la ventana 

ENSEMBL. BLAST es una aplicación informática que busca homologías de las 

secuencias de interés con el resto del genoma ya que, si nuestra secuencia 

hibrida en diferentes cromosomas, se amplificarían regiones que no nos 

interesarían. Las secuencias de parejas de primers empleadas en este trabajo 

aparecen en la Tabla 7. 
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Tabla 7: Secuencias de los primers utilizados en la RT-PCR 

GEN Secuencia PRIMER 

ACTB Forward: GACCCAGATCATGTTTGAGACC 

Reverse: AGGGCATACCCCTCGTAGAT 

 

NNMT Forward: ATTCTGCCTAGACGGTGTGAA 

Reverse: AGGCCTCTGGCTCTTTCTTC 

 

COL1A1 Forward: ACGAAGACATCCCACCAATC 

Reverse: ATGGTACCTGAGGCCGTT 

 

ACTA2 Forward: ACAACTGGCATCGTGCTG 

Reverse: GAAGGAATAGCCACGCTCAG 

 

FN1 Forward: GAGAGTAAACCTGAAGCTGAAGAGA 

Reverse: GCGATGGTACAGCTTATTCTCC 

 

FAP Forward: TGGGCTGGTGGATTCTTTGT 

Reverse: CTCCCCACTTGCCACTTGTAA 

 

mCherry Forward: ACTACGACGCTGAGGTCAA 

Reverse: TGTCAGGCAACCGTATTC 

 

CDH1 Forward: GGCCTCCGTTTCTGGAAT 

Reverse: TGGCCAGTGATGCTGTAGAA 

 

CDH2 Forward: GGTTTCATTTGAGGGCACAT 

Reverse: ATTGGGATCGTCAGCATCA 

 

VIM Forward: CAGACAGGATGTTGACAATGC 

Reverse: TTGGCAGCCACACTTTCATA 

 

SNAI1 Forward: GCTGCAGGACTCTAATCCAGA 

Reverse: CTGACAGGGAGGTCAGCTCT 

 

TWIST Forward: CCAGCTTGAGGGTCTGAATC 

Reverse: GTCCGCAGTCTTACGAGGAG 

 

ZEB1 Forward: GGGAGGATGACACAGGAAAG 

Reverse: GGTGCCTCAGGAAAAATGAC 
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Se diseñaron un total de tres parejas de primers para cada gen y se 

optimizaron con la intención de identificar la pareja más eficiente para la PCR. 

En primer lugar, se resuspendieron los primers en el volumen de agua libre de 

ARNasas especificado en la ficha técnica de la casa comercial. A continuación, 

se preparó el Primer mix cuya concentración final era de 1,5 µM de cada uno 

de los primers y para ello, se utilizaron 291 µl de agua libre de ARNasas, 4,5 

µL de primer forward y 4,5 µl de primer reverse. Seguidamente, se preparó una 

curva de concentraciones de ADNc de una misma muestra (1, 1:4, 1:16 y 

1:32). Los números de ciclos (Ct) obtenidos en cada una de las reacciones a 

diferentes concentraciones permitió calcular la recta de regresión frente al 

logaritmo de la concentración. La pendiente (m) de esta recta permitió obtener 

la eficiencia de la pareja de los primers: 

Eficiencia=10(-1/m) 

8.4. PCR cuantitativa. Reacción en cadena de la polimerasa 

El desarrollo de la PCR requirió de una mezcla de reacción empleada 

con el kit TB Green PrimeScriptTM RT-PCR Kit (Takara) en placas de 96 pocillos 

de fondo oscuro (Bio-Rad) con una concentración de ADNc de 5 ng/µL como 

dilución de trabajo, especificada en la Tabla 8. Se llevaron a cabo duplicados 

de las muestras para cada pareja de primers del gen correspondiente. 

Tabla 8: Lista de los reactivos empleados en la PCR cuantitativa. 

REACTIVOS Volumen (µL) 

Dilución de trabajo 9 µL 

TB Green Premix Ex Taq 2x 6 µL 

Mix primer 1,2 µL 

H2O libre ARNasas 1,8 µL 

ADNc 5 ng/µL 3 µL 
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Una vez cargada toda la placa, se centrifugó para eliminar posibles 

burbujas y se introdujo en un amplificador iQTM5 Multicolor Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad) donde se llevó a cabo la PCR. En primer lugar, se 

fijó un ciclo de desnaturalización del ADNc de 30 segundos a 95ºC. 

Seguidamente, 40 ciclos de 5 segundos a 95ºC para la separación de las dos 

cadenas de ADN. Posteriormente, 30 segundos de hibridación a 60ºC para la 

unión de los primers. Después, tuvo lugar un proceso de extensión de cadena 

a 72ºC durante 30 segundos. Finalmente, los datos fueron analizados por el 

iQ5 Optical System software 2.1 (Bio-Rad) y el software Excel de Microsoft. 

Los resultados se calcularon en función del método ∆∆Ct y se representaron 

en expresión relativa a las muestras control (t=0h). Los resultados obtenidos 

se normalizaron respecto a la expresión del gen constitutivo elegido, la -actina 

(ACTB).  

9. INMUNOFLUORESCENCIA 

La inmunofluorescencia es una técnica que permite la localización y 

cuantificación in situ de proteínas previamente marcadas con anticuerpos 

conjugados con fluorocromos utilizando la microscopía de fluorescencia.  

En primer lugar, se colocaron en una placa de 24 pocillos cubreobjetos 

de 12 mm de diámetro esterilizados y se sembraron entre 0,25-0,50 x105 

células, según el diseño experimental, para alcanzar una confluencia óptima 

(alrededor del 60%). Cabe destacar que este experimento requiere de 

confluencias más bajas a lo habitual ya que, por lo contrario, podrían verse 

comprometidos el marcaje y la posterior visualización en el microscopio.  

Las células se fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4% durante 30 

minutos y se realizaron lavados posteriores con tampón fosfato salino DPBS 
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(GibcoTM). A continuación, se permeabilizaron las células con TritónTM X-100 al 

0,2% (Sigma-Aldrich) durante 2 minutos para facilitar la entrada de los 

anticuerpos a las células y su unión a los epítopos correspondientes. 

Posteriormente, se bloquearon las uniones inespecíficas y posibles señales 

erróneas que pudiesen enmascarar el resultado final con tampón de bloqueo 

(1% BSA, 0,3% TritónTM X-100, 5% SBF) durante 30 minutos. Se añadió el 

anticuerpo primario de interés a 4ºC durante toda la noche en una cámara 

húmeda, evitado de este modo que los cristales con las células fijadas se 

secasen. Tal y como se observa en la Tabla 9, según el tipo de anticuerpo, los 

tiempos de incubación, así como las diluciones empleadas pueden variar. La 

dilución de los anticuerpos se llevó a cabo utilizando un tampón compuesto por 

1% BSA, 0,3% TritónTM X-100 en DPBS. Seguidamente, se realizaron lavados 

rápidos de 5 minutos cada uno con otro tampón formado por 0,25% BSA y 

0,1% TritónTM X-100 en DPBS. Se incubaron los cubreobjetos con los 

correspondientes anticuerpos secundarios unidos al fluorocromo durante 1 

hora a temperatura ambiente. La dilución empleada siempre fue 1:1000 con 

0,25% BSA y 0,1% TritónTM X-100 en DPBS (Tabla 10). A continuación, se 

realizaron los lavados correspondientes con el último tampón utilizado y se 

incubó con Hoechst 33342 (Molecular ProbesTM, Life Technologies) con una 

dilución 1:1000 para la tinción de los núcleos al unirse al DNA, observándose 

una coloración azul en microscopia de fluorescencia. Finalmente, las 

preparaciones en los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con medio de 

montaje ProLongTM Gold Antifade Reagent (Invitrogen, ThermoFisher 

Scientific) y se observaron al microscopio de fluorescencia (Leica 

Microsystems) con el objetivo de 20x. 
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Tabla 9: Lista de anticuerpos primarios empleados en inmunofluorescencia 

ANTICUERPOS PRIMARIOS 

Especificidad Origen Dilución Casa comercial Referencia 

NNMT Conejo 1:75 Sigma PA059180 

α-SMA Ratón 1:1000 Sigma A5228 

VIM Conejo 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
5741 

E-cadherina 

(CDH1) 
Conejo 1:100 

Cell Signaling 

Technology 
3195 

 

Tabla 10: Lista de anticuerpos secundarios empleados en inmunofluorescencia 

ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Especificidad Fluorocromo Dilución Casa comercial Referencia 

Anti-Ratón IgG 
Alexa FluorTM 

488 (verde) 
1:1000 Fisher Scientific A21202 

Anti-Conejo IgG 
Alexa FluorTM 

594 (rojo) 
1:1000 Fisher Scientific A21207 

El análisis semicuantitativo a partir de la inmunofluorescencia requirió de 

la realización de contajes celulares. En primer lugar, se contaron los núcleos 

teñidos de azul gracias al Hoechst 33342. Con la herramienta informática 

ImageJ se realizó un montaje con la superposición de las imágenes de núcleos, 

y las tinciones de α-SMA y NNMT.  

Se consideraron miofibroblastos las células positivas que presentaban 

más de 2-3 fibras de α-SMA. Posteriormente, se calculó el porcentaje de 

células positivas para α-SMA con respecto al total. En referencia a la NNMT, 

las células se clasificaron en relación con la intensidad de la tinción (intensa o 

débil), debido a que la mayor parte de los fibroblastos expresan esta proteína 

a nivel del citoplasma y/o núcleo. Se establecieron los parámetros de 

exposición e intensidad de la captura de imágenes con las muestras de los 

fibroblastos normales en condiciones basales. Estos parámetros se emplearon 

para realizar las capturas en todas las muestras restantes. Esto permitió 
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comparar la intensidad de tinción entre los pacientes y las condiciones 

experimentales.  

10. ESTUDIO DE TRANSDUCCIÓN GÉNICA CON 

CONSTRUCCIONES LENTIVIRALES 

La utilización de vectores lentivirales permite introducir genes o ARN de 

interferencia (ARNi) en el interior de las células para expresar/reprimir la 

expresión de un gen determinado. El fundamento de este proceso consiste en 

la inclusión del ARN que contiene la construcción de interés mediante vectores 

lentivirales que se unen a las células dianas utilizando las proteínas de la 

envuelta. A través de una transcriptasa reversa, el ARN es retrotranscrito a 

ADNc permitiendo su futura integración en el genoma de la célula diana. Con 

cada división celular, las modificaciones conseguidas se transmitirán 

obteniendo la población celular con las características genéticas de interés. En 

nuestro trabajo se utilizaron estos vehículos para reprimir la expresión de 

NNMT mediante secuencias de shARN. Además, se dispuso de la línea celular 

HCC4006, utilizada en nuestros modelos de cocultivo, la cual se marcó 

previamente con la molécula fluorescente mCherry para distinguir las células 

tumorales de los fibroblastos. 

 El protocolo de producción se constituye por varios pasos divididos en 

dos fases: primero, la producción de partículas virales y segundo, la 

transducción viral.  
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10.1. Producción de partículas virales 

Durante el desarrollo de esta técnica, el material empleado en contacto 

con las partículas víricas debe ser correctamente esterilizado con una dilución 

de hipoclorito sódico al 10%. 

Se utilizó el plásmido VSV-G para el gen de la envoltura y el plásmido 

pCMV-dR8.2 dvpr para el gen de empaquetamiento. En este sistema, las 

partículas virales son producidas por la cotransfección de tres plásmidos en las 

células productoras: VSV-G, pCMV-dR8.2 dvpr y el plásmido de interés para el 

silenciamiento. 

Se sembraron las células HEK 293 LTV hasta alcanzar una confluencia 

del 70%. A continuación, se incubó la mezcla de plásmidos y reactivos para la 

formación de partículas víricas durante 30 minutos (Tabla 11), se tripsinizaron 

las células y se sembraron 1x106 células en placas de alta adherencia de 60 

mm tratadas con colágeno I (Biocoat Cell Environments, Corning®). Se utilizó 

DMEM + 10% SBF sin antibióticos para que las partículas lentivirales que 

incorporaron el plásmido bacteriano no se vieran afectadas. Pasados los 30 

minutos de incubación de los reactivos, se añadió gota a gota y de forma 

homogénea sobre las células. 

Tabla 11: Reactivos empleados para la formación de partículas lentivirales 

Valores para placa Petri 60 mm 

Plásmido Diana pLKO.1 4 μg 

Plásmido pCMV-dR8.2 dvpr 4 μg 

Plásmido VSV-G 0,5 μg 

TransIT-LT1 24 μl 

Optimem Hasta 200 μl 
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Se utilizó la secuencia diana GTGACCTATGTGTGTGATCTT (ID clon 

TRCN0000035225, Sigma-Aldrich) para el silenciamiento de la NNMT 

(shNNMT) y MISSION® pLKO.1 (Sigma-Aldrich) para el control shNT. 

Una vez transcurridas 24 horas de la transfección, se cambió el medio 

por un medio de producción viral (DMEM, 10 % SBF y BSA al 1%). Al cabo de 

24 horas, se observaron las células y a las 48 horas del cambio de medio, se 

recogió el sobrenadante en un tubo de 15 ml, se guardó a 4ºC y se añadió de 

nuevo medio de producción viral. 24 horas más tarde, se volvió a recoger el 

sobrenadante y se congelaron las placas con nitrógeno líquido para recoger 

con mayor facilidad los restos celulares que podrían permanecer en la placa. 

Así pues, todo el sobrenadante se centrifugó a 400 g durante 3 minutos y se 

filtró con un filtro estéril de 0,45 µm. Finalmente, el filtrado se guardó a 4ºC 

(para ser utilizado en una semana) o a -80ºC para futuros experimentos. 

10.2. Transducción viral o infección de las células diana 

Se sembraron 0,5 x106 células en placas de 60 mm a las que se deseaba 

silenciar un gen en concreto. A las 24 horas, habiéndose obtenido una 

confluencia óptima del 80%, se sometieron a la infección o transducción viral. 

Para ello, se utilizó el medio vírico filtrado obtenido en pasos anteriores y se 

añadió el polímero catiónico polibreno a una concentración final de 10 µg/ml 

(Sigma-Aldrich) para favorecer la infección de las células diana. Pasadas 24 

horas, se reemplazó el medio por nuevo medio con virus. Al día siguiente, se 

retiró dicho medio y se añadió DMEM completo con el antibiótico de selección 

a una concentración creciente para asegurar la selección de las células 

infectadas. De esta forma, para nuestras infecciones, se empleó como 

antibiótico de selección la puromicina. Se utilizaron concentraciones crecientes 
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hasta alcanzar una concentración de 2 µg/ml. Para corroborar que la infección 

era óptima, se utilizó un control de células dianas no infectadas, de forma que, 

al administrar el antibiótico, estas células murieron por no tener incorporado el 

gen de resistencia al antibiótico, mientras que las células infectadas crecieron 

con normalidad. Finalmente, para determinar el grado de represión del gen, se 

analizaron los niveles de NNMT por ARNm y pudimos distinguir de este modo 

dos tipos de poblaciones, CAFs shNT (control) y CAFs shNNMT. 

11. HISTOLOGÍA: TINCIONES E INMUNOHISTOQUÍMICA 

Las muestras de tejido parafinado de las biopsias quirúrgicas 

procedentes del Hospital Universitario de la Ribera (Alzira) se procesaron en 

Patológika Laboratorio S.L del Servicio de Anatomía Patológica del Hospital 

Quirón de Valencia. Esta técnica consiste en cortar con un microtomo láminas 

de tejido de unos 5 µm en portaobjetos, desparafinar con alcoholes, y 

posteriormente ser incubados con diferentes anticuerpos primarios dirigidos 

contra las proteínas de interés o colorantes que tiñen diferentes estructuras 

celulares. En nuestro estudio se realizaron cuatro tipos de tinciones específicas 

que se describirán en los apartados siguientes. 

11.1. Tinción de Hematoxilina/Eosina 

La tinción de hematoxilina-eosina es una de las tinciones más utilizadas 

en el diagnóstico patológico ya que permite el análisis del citoplasma y los 

núcleos. De este modo, la hematoxilina por ser básica o catiónica tiñe las 

estructuras ácidas de color azul y púrpura, como son los núcleos. Por lo 

contrario, la eosina al ser ácida tiñe los componentes básicos como es el 

citoplasma, con una coloración rosa. 
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El procedimiento se basó en desparafinar y rehidratar la muestra. 

Posteriormente, los excesos de alcohol se eliminaron con diferentes lavados 

con agua y se sumergió durante 10 minutos en hematoxilina. Se realizaron de 

nuevo lavados para eliminar el exceso de tinción y se pasó por alcohol ácido. 

A continuación, se procedió a la segunda tinción, sumergiendo en eosina 

durante 30 segundos. Finalmente, se pasó la muestra por diferentes soluciones 

crecientes de etanol para realizar su deshidratación y montaje final. Al observar 

las tinciones bajo el microscopio, se identificaron los siguientes colores: el 

colágeno en tono rosa pálido, el músculo en rosa intenso, la queratina en rojo 

brillante, el citoplasma rosado, los núcleos en un tono azul oscuro o morado, y 

los eritrocitos en un color cereza. 

11.2. Tinción del tricrómico de Masson  

La tinción tricrómica es una técnica que resalta las fibras del colágeno 

de tipo I en el estroma y los espacios extracelulares con una coloración 

azulada. Asimismo, el citoplasma se tiñe de rojo y el núcleo celular de morado. 

Los colorantes utilizados permiten diferenciar las fibras de colágeno, el núcleo 

celular y el citoplasma. A continuación, en la Tabla 12 se detallan las soluciones 

de trabajo utilizadas. 

  



MATERIAL Y MÉTODOS  

 111 

Tabla 12: Soluciones de trabajo en la tinción de Masson 

Solución de trabajo A (20 minutos): 

Solución 1: 

Fucsina ácida 0,33 g 

Ácido acético 0,33 ml 

Agua destilada 33 ml 

Solución 2: 

Ponceau de Xilidine 0,66 g 

Ácido acético 0,66 ml 

Agua destilada 33 ml 

Solución de trabajo B (5 minutos): 

Ácido Fosfomolíbdico 2,5 g 

Ácido Fosfotúngtico 2,5 g 

Agua destilada 100 ml 

Solución de trabajo C (3 minutos): 

Azul de anilina 2,5 g 

Ácido acético 2 ml 

Agua destilada 98 ml 

 

Una vez preparadas las soluciones de trabajo, las muestras se 

desparafinaron y se hidrataron. A continuación, se incubaron durante 10 

minutos con hematoxilina férrica de Weigert. Se eliminó el exceso con HCl 4% 

y con ayuda de agua se obtuvo el color azul. Posteriormente, se incubaron las 

preparaciones con las diferentes soluciones de trabajo con tiempos distintos 

intercalando con lavados en agua acética al 0,5%. Finalmente, las muestras se 

lavaron con agua destilada, se utilizó etanol para deshidratar y se montaron. 

La visualización en el microscopio mostró los núcleos teñidos de azul oscuro; 

citoplasmas, queratina, fibras musculares y eritrocitos en morado/rojo y el 

colágeno y la reticulina en azul. 
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11.3. Inmunohistoquímica. Tinción con DAB 

Esta tinción permite estudiar la localización de moléculas de interés al 

utilizar 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Esta técnica se basa en la utilización de 

anticuerpos primarios de ratón o conejo y un anticuerpo secundario asociado 

a un complejo de avidina-biotina. De esta forma, al añadir H2O2 y peroxidasa 

se produce un depósito marrón.  

Para ello, en primer lugar, se desparafinaron los cortes de las muestras 

utilizando lavados de xileno, etanol al 100%, etanol 79%, etanol 50% y 

finalmente agua desionizada. Se lavaron dos veces con PBS y GS-PBS-T (1% 

suero de cabra y 0,4% de TritónTM X-100 en PBS) y se bloquearon con PBS-T 

con suero de cabra al 3,5% durante 45 minutos. Las muestras se incubaron 

con el anticuerpo primario en la cámara húmeda durante 16 horas (Tabla 13). 

Al día siguiente se volvieron a realizar los lavados con PBS y GS-PBS-T y se 

incubaron con el complejo avidina-biotina durante 45 minutos. Finalmente, se 

incubó con DAB durante 2 minutos y se lavó con agua destilada para eliminar 

el exceso de DAB (DAB Enhanced Liquid Substrate System for 

Immunohistochemistry, Sigma Aldrich).  

Tabla 13: Lista de anticuerpos empleados en la tinción DAB 

Anticuerpo Casa comercial Referencia 

ACTA Dako Agilent IS61130-2 

NNMT Sigma PA059180 

Anti-Conejo Dako Agilent P021702-2 

Anti-Ratón Dako Agilent P026002-2 

En todas las tinciones se realizaron fotografías a diferentes aumentos 

(5x, 10x, 20x y 40x) mediante el microscopio Leica DFC 300 FX acoplada a un 

microscopio invertido Nikon Diaphot 300. El software utilizado para tomar las 

imágenes fue Leica application suite v. 2.3.1.  

https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=P021702-2


MATERIAL Y MÉTODOS  

 113 

12. COCULTIVOS BIDIMENSIONALES Y TRIDIMENSIONALES 

Para estudiar las interacciones fibroblasto-célula tumoral, cultivamos la 

línea celular de CPNM EGFR mutante HCC4006 ampliamente utilizada como 

modelo para estudiar el efecto de los ITQs de EGFR, junto con las poblaciones 

de CAF shNT y CAF shNNMT, que mostraban las mayores diferencias de 

expresión en cuanto a niveles de NNMT tras la represión mediante agentes 

lentivirales. Estos cocultivos se reprodujeron tanto en cultivo bidimensional 

como en estructuras tridimensionales, denominadas esferas. Ambos modelos 

se basaron en construir las siguientes condiciones: homocultivo HCC4006, 

CAF shNT, CAF shNNMT y heterocultivos HCC4006/CAFshNT y 

HCC4006/CAFshNNMT. La ratio célula tumoral: CAF fue 1:10 en el momento 

del cultivo. Tras cuatro días de cocultivo, se determinó la muerte celular en 

respuesta al ITQ de EGFR de tercera generación osimertinib.  

12.1. Cocultivo bidimensional 

12.1.1. Estudio de la citotoxicidad celular: Método sulforodamina B  

El método de la sulforodamina B se utiliza para la determinación indirecta 

del número de células. La sulforodamina B es un colorante rosado brillante 

capaz de unirse a cationes. En condiciones básicas, aumenta la afinidad por 

los aminoácidos básicos de las proteínas y se fija selectivamente a estos. La 

unión de la sulforodamina B a las proteínas es estequiométrica, por tanto, la 

cantidad de colorante es directamente proporcional al número de células 

(Skehan et al., 1990).  

Para ello, se sembraron 6 réplicas por condición de 3,5x103 células por 

pocillo en placas de 96 pocillos en 100 μl de medio completo. Tras 4 días de 
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cocultivo, se añadió el fármaco disuelto en RPMI para construir una escala 

creciente de concentraciones. Tras 72 horas de tratamiento, las células se 

fijaron mediante PFA 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, las placas fueron lavadas con agua y se dejaron secar. Las 

placas fijadas fueron teñidas con 50 μl de una solución de sulforodamina B 

(Sigma-Aldrich) al 0.4% (p/v) en ácido acético al 1%, durante 20 minutos. El 

exceso de colorante se eliminó con lavados de ácido acético al 1%, para 

eliminar el exceso de tinción y se dejaron secar. El colorante retenido por las 

células se solubilizó con 200 μl de tampón Trizma® Base (Sigma-Aldrich) 10 

mM. Finalmente, se midió la absorbancia a 570 nm en un espectrofotómetro 

de placas (Multiskan® Spectrum (Thermo Scientific™)) y se le restó el ruido de 

fondo medido a 620 nm. Los datos se expresan como porcentaje de viabilidad 

celular respecto a cada condición control, tal y como se indica en la siguiente 

ecuación: 

Viabilidad celular (%) =
Absorbancia problema

Absorbancia control
 x 100 

12.1.2. Análisis de la apoptosis celular por citometría de flujo 

La citometría de flujo es una técnica que posibilita el análisis individual 

de las células de una muestra y agruparlas en distintas poblaciones según su 

tamaño y complejidad interna. Además, permite la detección de biomarcadores 

a través de inmunotinciones con anticuerpos conjugados a fluorocromos o con 

tinciones biológicas usando moléculas fluorescentes.  

La apoptosis es un proceso de muerte programada caracterizado por la 

pérdida de adhesividad, condensación del citoplasma y núcleo y degradación 

del ADN intranuclear. Para determinar el grado de apoptosis se utilizó el ensayo 

de la Anexina V. La anexina V es una proteína que, en presencia de calcio, 
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tiene la capacidad de unirse a la fosfatidilserina (PS), un fosfolípido de 

membrana. En las células sanas, la PS se encuentra en la cara interna de la 

membrana plasmática. Sin embargo, durante las primeras fases de la 

apoptosis, la membrana sufre cambios estructurales como la translocación de 

PS hacia la cara externa, permitiendo que la anexina V pueda unirse. La 

Anexina V está conjugada a un fluorocromo isotiocianato de fluoresceína 

(FITC). Junto con la anexina V se utilizó DAPI, un marcador fluorescente que 

se une fuertemente a regiones ricas en adenina y timina del ADN. De forma 

habitual, para el estudio de la necrosis, se utiliza una contratinción nuclear 

fluorescente roja conocida como yoduro de propidio (PI). Sin embargo, al 

emplear en nuestro modelo células tumorales mCherry, ambos marcadores se 

solapan en el espectro fluorescente y el yoduro de propidio fue reemplazado 

por DAPI. Del mismo modo, el DAPI atraviesa de forma ineficaz una membrana 

intacta, por tanto, tiñe preferente a las células muertas (Figura 25). 

 

Figura 25: Tipos de muerte celular en función de los marcajes con Anexina V-FITC 

y DAPI.  

En primer lugar, se sembraron en placa de 6 pocillos 0,2 x106 

fibroblastos junto con células tumorales HCC4006 mCherry en ratio 1:10. 24 
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horas después, se añadió osimertinib a 250 y 500 nM. Pasadas 72 horas, se 

recogió en un tubo el sobrenadante de los pocillos con las células muertas, el 

PBS de los lavados realizados y las células tripsinizadas correspondientes. A 

continuación, se centrifugó a 300 g durante 3 minutos y se descartó el 

sobrenadante. Seguidamente, se resuspendió la fracción de células con 200 µl 

de tampón de unión de anexina (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2, 

pH 7,4) y se incubaron 0,1 x106 células en 100 µl de este tampón junto con 3,5 

µl de anexina V - FITC (Invitrogen) y 1 µl de DAPI 1 µg/ml durante 15 minutos 

a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se añadió tampón de unión de 

anexina hasta una cantidad suficiente de 500 µl. Las muestras se mantuvieron 

en hielo hasta analizarse en un citómetro BD LSRFortessa X-20 (BD 

Bioscience). El software utilizado para el análisis fue el FlowJoTM (FlowJo LLC). 

12.2. Cocultivo tridimensional 

12.2.1. Técnica para la formación de esferas 

La técnica de cocultivos tridimensionales se basa en la obtención de 

esferas utilizando fibroblastos modificados mediante construcciones 

lentivirales (shNT, shNNMT), y la línea celular tumoral EGFR mutante HCC4006 

donde la proporción establecida fue la misma que en los cocultivos en 

bidimensional (1 tumoral: 10 CAFs). Para la formación de las esferas, se utilizó 

la técnica de hanging drop. Para ello, se tripsinizaron las células, se 

centrifugaron a 400 g durante 5 minutos y se preparó el cóctel de células en 

un tubo en la ratio establecida. Se utilizó una placa de 96 pocillos y para 

mantener un ambiente húmedo, se añadieron 120 µl de PBS en los pocillos 

laterales y 60 µl en los internos ya que las esferas se sembraron en la tapa de 

esta misma placa. A continuación, se sembró una gota de 20 µl por cada pocillo 
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con una concentración de 0,5 x 105 células. Una vez completada la siembra, 

invertimos la tapa rápidamente observando cómo las gotas quedaban en 

suspensión (Figura 26). 

 

Figura 26: Representación esquemática de la formación de esferas a través de la 

técnica hanging drop. 

12.2.2. Caracterización del modelo tridimensional  

a) Estudio del tamaño de las esferas 

Para caracterizar el cocultivo tridimensional, se estudió el tamaño de las 

esferas a diferentes tiempos. Las esferas se cultivaron según el método 

descrito anteriormente. Tras cuatro días de formación, se realizaron fotografías 

a 0, 3, 7, 10 y 14 días con el objetivo de 10x en el microscopio invertido (Zeiss 

Primovert). Las áreas de las esferas se procesaron con el programa ImageJ y 

se relativizó cada una de las áreas a su control a tiempo 0.  

b) Inmunofluorescencia de las esferas  

Otro de los estudios que se llevó a cabo fue la inmunofluorescencia en 

las esferas. El procedimiento empleado fue muy similar al del cultivo 

bidimensional descrito en la sección 9. Se juntaron en un pocillo 5 esferas de 
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la misma condición. Se realizaron dos lavados con DPBS y se fijó con PFA 4% 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se permeabilizó 

con TritónTM X-100 (v/v) al 0,5% durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Tras los lavados con DPBS, se bloqueó con BSA al 4% durante 1 hora y se 

procedió a incubar con los anticuerpos primarios y secundarios tal y como se 

ha descrito en el apartado 9. Para la elección de los anticuerpos secundarios 

y con el objetivo de evitar el solapamiento de las señales, se tuvo en cuenta 

que las células tumorales estaban marcadas con la molécula mCherry 

(absorción entre 540-590 nm; emisión entre 550-650 nm) (Tabla 14 y 15).  

Tabla 14: Lista de anticuerpos primarios empleados en inmunofluorescencia 

ANTICUERPOS PRIMARIOS 

Especificidad Origen Dilución Casa comercial Referencia 

E-cadherina 

(CDH1) 
Conejo 1:100 

Cell Signaling 

Technology 
3195 

Vimentina 

(VIM) 
Conejo 1:500 

Cell Signaling 

Technology 
5741 

  

Tabla 15: Lista de anticuerpos secundarios empleados en inmunofluorescencia 

ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Especificidad Fluorocromo Dilución Casa comercial Referencia 

Anti-Conejo 

IgG 

Alexa FluorTM 

488 (verde) 
1:1000 Fisher Scientific A11008 

Para la CDH1/VIM se utilizó un láser de excitación de 488 nm 

(fluorescencia verde). Para mCherry se excitó con un láser de 594 nm y para 

el Hoechst 33342 se utilizó un láser de 405 nm (fluorescencia azul). 

Finalmente, se cuantificó la intensidad y número de células positivas a 

estas tinciones respecto al total de células. Además, se estudió el área, 

perímetro y la distancia entre los núcleos a través del software Qupath.  
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c) Estudio de la apoptosis en el modelo tridimensional mediante 

inmunofluorescencia 

De forma paralela al estudio de viabilidad celular basada en los niveles 

de ATP, se procedió a analizar el grado de apoptosis mediante la Anexina V 

por inmunofluorescencia. Para ello, se recogieron 5 esferas en un pocillo, se 

realizaron lavados con DPBS y se incubó con Hoechst 33342 (1:1000) y 

Anexina V-FITC (2,5 µl) en 100 µl de tampón de unión de anexina durante 30 

minutos. Posteriormente, se visualizó mediante microscopia confocal para el 

modelo tridimensional (Olympus FV1000) con los objetivos de 10x o 20x. Para 

la Anexina V-FITC, se utilizó un láser de excitación de 488 nm (fluorescencia 

verde). Para mCherry, se excitó con un láser de 594 nm y para el Hoechst 

33342 se utilizó un láser de 405 nm (fluorescencia azul). 

12.2.3. Medida de la viabilidad celular mediante ensayo de luminiscencia 

 CellTiter-Glo® (Promega) o ensayo de viabilidad celular en cultivo celular 

tridimensional se basa en la cuantificación de ATP, un biomarcador de células 

metabólicamente activas. Al producirse la lisis celular, se genera una señal 

luminiscente proporcional a la cantidad de ATP presente, la cual es 

directamente proporcional al número de células viables (Figura 27).  

 

Figura 27:  Reacción de la luciferasa utilizada en la medida de viabilidad celular. Las 

células se lisan, al añadirse la luciferasa, el ATP presente produce luz. A mayor número 

de células vivas, mayor es la luz producida.  
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Tras 4 días de incubación, se observó que las esferas ya estaban 

formadas. En este momento, las esferas que se encontraban en suspensión se 

trasladaron a placas de ultra baja adherencia (ULA) (Costar, Corning®). Se 

añadió osimertinib disuelto en RPMI para construir una escala creciente de 

concentraciones (0-10 µM). Se colocó una esfera por pocillo, utilizando un total 

de 5 esferas por concentración. Tras 72 horas postratamiento, se recogieron 

las 5 esferas por concentración en un mismo tubo y se centrifugaron a 300 g 

durante 3 minutos. Seguidamente, en una placa blanca de 96 pocillos (Thermo 

Fisher Scientific) se añadieron las 5 esferas de cada condición por pocillo, junto 

con un volumen de 100 µl de sobrenadante. Posteriormente, se añadió el 

mismo volumen del componente CellTiter-Glo® (Promega) que de medio con 

las esferas y se agitó orbitalmente durante 5 min a 500 g para inducir la lisis. 

Finalmente, se incubó a temperatura ambiente durante 25 minutos para 

estabilizar la señal de luminiscencia y se midió mediante luminiscencia 

(VICTOR3 V Multilabel Reader- Perkin Elmer). 

12.2.4. Estudio de la resistencia tumoral a través de medios condicionados 

El uso de los medios condicionados es una herramienta útil para 

comprender cómo las células tumorales interactúan con su entorno tumoral y 

cómo dicha interacción contribuye a la progresión y agresividad tumoral. 

Para ello, se sembraron las esferas tal y como se ha descrito 

anteriormente. Tras su formación, se recogió el medio de cultivo de las 

heteroesferas HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT y se centrifugó 

para eliminar cualquier resto celular. A continuación, las homoesferas 

HCC4006 fueron tratadas con el medio condicionado de las heteroesferas en 

una proporción 1:2 con medio fresco RPMI y osimertinib a la concentración 

IC50 previamente calculada (10 nM). Tras 72 horas de tratamiento, se 
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recogieron las esferas y determinamos la viabilidad celular mediante el ensayo 

de CellTiter-Glo®. 

12.2.5. Estudio de secreción de múltiples citoquinas  

La detección simultánea de múltiples citoquinas es una herramienta 

poderosa para el estudio de la regulación de procesos celulares donde están 

implicadas múltiples proteínas. Este experimento se llevó a cabo a través de un 

kit compuesto por 41 factores de crecimiento (Abcam®) (Tabla 16).  

Tabla 16: Tabla resumen de las citoquinas analizadas mediante un array de 

anticuerpos 

 

Tras los días de formación de las heteroesferas, se recogieron los 

sobrenadantes y se centrifugaron para eliminar cualquier resto celular. A 

continuación, las membranas se bloquearon con la solución tampón de 

bloqueo del kit durante 30 minutos. Después, se retiró el bloqueo y se 

incubaron con 1 ml de muestra de los sobrenadantes de interés a 4ºC durante 

toda la noche. Al día siguiente, se llevaron a cabo los lavados necesarios 

durante 5 minutos y se incubaron las membranas con el conjugado de biotina 

a 4ºC durante toda la noche. Tras nuevos lavados, las membranas se 

incubaron con el conjugado HRP Estreptavidina durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Finalmente, tras los lavados finales, se incubaron las membranas 
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con la solución de revelado y se procedió a la lectura de las imágenes mediante 

el sistema ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad). Finalmente, la imagen obtenida se 

analizó mediante densitometría con el programa informático ImageLab (Bio-

Rad). 

13. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS Y ELABORACIÓN DE FIGURAS 

El análisis estadístico y las figuras de los datos generados en los 

diferentes experimentos in vitro se realizaron a través del software Excel, 

GraphPad Prism versión 9.5, Qupath y la plataforma BioRender.com.  

Los datos se expresaron como la media ± DS. Para realizar 

comparaciones entre los grupos FN-CAF, CAF shNT-shNNMT, se utilizaron los 

tests estadísticos t-student, un análisis de varianza one-way ANOVA 

(comparaciones entre tratamientos dentro de cada grupo (comparaciones 

múltiples)) o correlaciones de Pearson según correspondiese. En el estudio de 

correlación entre los datos histológicos e inmunohistoquímicos y la progresión 

y supervivencia de los pacientes, se llevó a cabo un estudio de Kaplan-Meier 

como estimador no paramétrico de la función de supervivencia. En este caso 

se utilizó el test de Log-rank.  

En todas las situaciones se rechazó la hipótesis nula cuando los valores 

del test presentaban un valor p superior a 0,05, aceptándose la hipótesis 

alternativa. Las significancias con un p valor inferior a 0,01 se englobaron 

conjuntamente (**) para favorecer la simplificación de las figuras. 
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1. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LOS CAFs Y FNs 

AISLADOS DE BIOPSIAS DE CPNM 

En el desarrollo de cualquier investigación experimental in vitro surge el 

dilema entre modelizar la enfermedad mediante el uso de cultivos celulares 

primarios o de líneas celulares comerciales. Ambas opciones son válidas, 

siendo la mejor opción aquella que mejor se adapte a los objetivos, teniendo 

en cuenta sus limitaciones. En nuestro caso, el estudio del impacto del estroma 

en el CPNM se llevó a cabo mediante el análisis fenotípico y funcional de 

cultivos primarios de fibroblastos procedentes de las biopsias quirúrgicas de 

pacientes afectados por esta enfermedad. Los cultivos primarios constituyen 

una herramienta valiosa para abordar la heterogeneidad real entre diferentes 

pacientes y permiten comparar los resultados in vitro con las biopsias de tejido 

parafinado y sus historiales clínicos, permitiendo obtener una visión 

contextualizada de las evidencias experimentales que no se puede obtener 

utilizando líneas celulares comerciales. Además, para identificar marcadores 

específicos de CAFs utilizamos como controles los cultivos primarios de 

fibroblastos aislados de tejido normal adyacente a la biopsia tumoral (y que 

denominamos fibroblastos normales, FNs) que, a su vez, nos permiten 

minimizar el impacto de las diferencias interindividuales.  

Otro aspecto a tener en cuenta es que, a diferencia de las líneas 

celulares, los cultivos primarios procedentes de biopsias tisulares presentan 

una diversidad celular más amplia, crucial para estudiar las complejas 

interacciones celulares que se producen en el MAT. Además, la mayoría de las 

líneas comerciales de fibroblastos suelen ser células inmortalizadas, lo cual 

puede conducir a cambios en el fenotipo e inestabilidad genética que acaban 
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alterando su funcionamiento normal. Por tanto, los cultivos celulares primarios 

permiten obtener resultados más relevantes para comprender la compleja 

biología de los tejidos. No obstante, tal y como se observará a lo largo de esta 

sección, la principal limitación del cultivo primario es la gran variabilidad entre 

los pacientes, pudiendo dificultar la interpretación de los resultados en algunos 

casos. Esta heterogeneidad inter e intraindividual constituye una característica 

remarcable de los CAFs y también se observa en los fibroblastos controles (Sun 

et al., 2022; Wong et al., 2022). De hecho, los fibroblastos alejados de la zona 

tumoral procedentes de pacientes con CPNM pueden estar expuestos, en 

cierta medida, a señales protumorales, con lo cual, podrían no ser totalmente 

“normales” (D. Hu et al., 2023). Sin embargo, su utilización permite disminuir, 

si cabe, la brecha entre la investigación clínica y básica ya que son las propias 

células de los pacientes las que actúan como controles en cada experimento.  

Al establecer un cultivo primario mediante la digestión enzimática del 

tejido pulmonar, es necesario controlar la obtención de cultivos mixtos o 

diferentes estirpes celulares, como células epiteliales, inmunitarias o 

endoteliales. Con el fin de verificar la pureza de nuestras poblaciones celulares, 

se realizó una caracterización de dichas células a pase 4, utilizando 

marcadores distintivos del linaje mesenquimal (VIM, α-SMA) comparándolo 

con otros marcadores epiteliales (como CDH1) por inmunofluorescencia tal y 

como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos (Figura 24) 

(Sahadevan & Allen, 2022). Estos análisis revelaron que todos los cultivos 

utilizados en este trabajo fueron positivos para VIM, con un bajo porcentaje 

para α-SMA y negativos para CDH1 y, por tanto, confirman que se encuentran 

libres de células epiteliales (ver sección Material y Métodos). Además, el 

análisis mediante microscopía de campo claro mostró una clara morfología de 
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fibroblasto en todos los cultivos, reforzando la consistencia de los resultados 

obtenidos. 

Otro de los desafíos a la hora de utilizar cultivos primarios radica en el 

conocido límite de Hayflick (Hayflick, 1965). Este principio establece que las 

células somáticas humanas presentan un límite finito en el número de veces 

que pueden dividirse antes de entrar en un estado de senescencia y desarrollar 

cambios fenotípicos que pueden condicionar la continuidad de los 

experimentos. Por tanto, se precisa congelar un gran stock de células durante 

los primeros pases. En esta línea, los experimentos se llevaron a cabo en el 

rango de pases 4 a 12, siendo fundamental el uso de pases equivalentes entre 

líneas celulares procedentes de distintos individuos para reducir la variabilidad 

en los resultados (Parker et al., 2023).  

Una vez realizado el aislamiento de los fibroblastos procedentes de 

pacientes con CPNM, tal y como se describe en la sección de Material y 

Métodos, se procedió a caracterizar las poblaciones clasificadas como FNs y 

CAFs. Para ello, se estudiaron características funcionales y se identificaron 

marcadores asociados al proceso fibrótico y al fenotipo mesenquimal mediante 

diferentes técnicas celulares y moleculares.  

1.1. Proliferación y cierre de herida in vitro en FNs y CAFs 

La activación de los fibroblastos del estroma tumoral afecta a su 

capacidad de proliferar, migrar, secretar y contraerse para facilitar el cierre de 

heridas, lo que ocurre en procesos como la embriogénesis, la cicatrización de 

heridas o la fibrosis asociada al MAT (Kalluri & Zeisberg, 2006; Tomasek et al., 

2002). Para analizar la proliferación de FNs y CAFs, se realizaron contajes 

mediante el método de exclusión y contaje con azul tripán. En la Figura 28 
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podemos observar que, a las 72 horas, los CAFs presentaron una ligera 

disminución en la tasa de crecimiento respecto a los FNs. Tradicionalmente, 

los CAFs han sido conocidos por su papel en la remodelación de la MEC, así 

como por presentar mayor capacidad proliferativa (Itoh et al., 2022; Peng et 

al., 2013). Estos resultados, aparentemente contradictorios, podrían ser 

explicados teniendo en cuenta que existen múltiples subtipos de CAFs con 

diferentes tasas proliferativas y funciones dentro del tumor (Davidson et al., 

2020; Simon & Salhia, 2022). Esta gran diversidad nos obliga a profundizar en 

el estudio de las rutas moleculares que regulan las características funcionales 

de los CAFs del CPNM.  

 

Figura 28: Crecimiento celular en las poblaciones de FNs y CAFs. Las ratios se 

calcularon considerando el crecimiento de los CAFs respecto a sus FNs. N=8 FNs y N=8 

CAFs. ** p ≤ 0,01. 

A continuación, estudiamos la migración de los FNs y CAFs mediante un 

ensayo de cierre de herida in vitro a las 0, 24 y 48 horas, también conocido en 

inglés como wound healing o scratch assay (Figura 29). 
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Figura 29: Ensayo de cierre de herida por FNs y CAFs en presencia de mitomicina 

C a 0, 24 y 48 horas. (A) Imágenes representativas de campo claro del cierre de una 

herida in vitro a 0, 24, 48 horas (x5). (B) Cálculo del área cerrada por las células a 24 y 

48 horas. N=11 FNs y N=11 CAFs. * p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01 

En la Figura 29A, B, se puede observar que el área cerrada de los FNs 

fue significativamente superior a la de los CAFs. Por tanto, podemos concluir 

que los FNs, que en principio presentan una menor proporción de 

miofibroblastos, mostraron una mayor capacidad migratoria. 

De nuevo, estos resultados plantean cuestiones sobre la compleja 

dinámica celular de las distintas subpoblaciones de CAFs. Algunos autores 
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afirman que la capacidad migratoria de los CAFs está incrementada respecto 

a la de los FNs (Itoh et al., 2022; J. Li et al., 2016). De hecho, se ha demostrado 

que el cultivo de los FNs con el medio condicionado de los CAFs aumenta su 

capacidad migratoria (Itoh et al., 2022). Sin embargo, el estudio de los 

miofibroblastos de otras patologías como la enfermedad de Crohn, ha 

caracterizado una menor capacidad migratoria y mayor componente secretor 

en el cierre de las heridas y fibrosis (Klingberg et al., 2013; C. Li & Kuemmerle, 

2014). En un primer paso, los fibroblastos migran y proliferan para ocupar el 

espacio en una herida. Los CAFs, una vez activados, se transforman a un 

fenotipo miofibroblasto, tal y como sugieren nuestros resultados (Shinde et al., 

2017). De hecho, en la literatura se ha descrito un mayor contenido en fibras 

de α-SMA en ciertas subpoblaciones de CAFs, catalogados como mioCAFs 

(Öhlund et al., 2017). Este proceso, también conocido como FMT y descrito en 

la Introducción, permite a los fibroblastos adquirir cambios morfológicos y 

funcionales los cuales se relaciona mayoritariamente con el papel de la 

remodelación de la MEC (Shinde et al., 2017). De este modo, nuestra cohorte 

de CAFs presentaría características secretoras parcialmente similares a las del 

fenotipo miofibroblasto de otras enfermedades, como la fibrosis pulmonar 

idiopática, caracterizada por un proceso de remodelación fibrótica dirigida por 

la FMT (Doolin et al., 2021). 

1.2. Capacidad contráctil y secreción de colágeno 

Para estudiar la capacidad remodeladora de los fibroblastos en la MEC, 

realizamos un ensayo de contracción de colágeno (Figura 30). Las células se 

cultivaron sumergidas en una matriz de colágeno a una concentración de 3 

mg/ml. Posteriormente, se estudió el grado de contracción de esta matriz a las 

24 y 48 horas. 
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Figura 30: Contracción de colágeno de FNs y CAFs. (A) Cálculo de la variación del 

área de colágeno a las 24 y 48h con y sin TGFB1 (5 ng/ml). (B) Imagen representativa de 

la variación del área de colágeno a las 24 y 48 horas. Se midió la diferencia de área de 

las imágenes capturadas mediante el programa ImageJ a las 24h y 48h. N=4 FN y N=4 

CAF.  

Como se puede observar en la Figura 30, los CAFs presentaron un ligero 

aumento de su capacidad contráctil respecto a sus parejas control. En este 

sentido, los CAFs contribuyen a generar fuerzas directas a través de la MEC, 

estirando los espacios preexistentes y generando una membrana basal 

permisiva a la invasión celular (Torok, 2018). 

Los fibroblastos del estroma son los principales responsables de la 

deposición de colágeno en el MAT (Cox & Erler, 2014). Es por ello que 
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completamos el estudio de la capacidad remodeladora de la MEC por parte de 

nuestros CAFs analizando la expresión de COL1A1 por RT-PCR. Tal y como 

se muestra en la Figura 31, los CAFs presentaron un incremento significativo 

de la expresión del gen respecto a los FNs. Además, el TGFB1 fue capaz de 

inducir significativamente la expresión del COL1A1 tanto en FNs como en 

CAFs.  

 

Figura 31: Niveles de COL1A1 extracelular en los FNs y CAFs tratados con TGFB1. 

RT-PCR. Tras sembrar las células, se trataron con TGFB1 (5 ng/ml) durante 72 h. La 

expresión del gen se normalizó a la expresión del gen constitutivo ACTB. Los resultados 

están relativizados todos al control no tratado. N=17 FNs y N=16 CAFs. * p ≤  0,05 y ** p 

≤ 0,01 en comparación con el grupo control FNs. 

Estos resultados coinciden con lo descrito por otros autores (Ma et al., 

2023). El colágeno no solo proporciona un soporte estructural sino también 

modula señales celulares y participa en la regulación de la inflamación y la 

respuesta inmunitaria (Kaur et al., 2019). Así, la transformación hacia el 

fenotipo miofibroblasto podría implicar una priorización en la síntesis y 

secreción de componentes de la MEC y la disminución aparente de la tasa de 

proliferación y migración, tal y como indican nuestros resultados. En conjunto, 
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podemos concluir que los CAFs de CPNM se caracterizan por una mayor 

plasticidad y capacidad de remodelación del MAT que va más allá de la fase 

inicial de la migración y proliferación celular, presentando un fenotipo 

eminentemente hipersecretor de MEC (Erdogan & Webb, 2017).  

1.3. Secreción de TGFB1 en los cultivos primarios de CAFs y FNs 

El factor de crecimiento TGFB1 es uno de los activadores de la EMT 

mejor conocidos, siendo un potente promotor de la invasión, las metástasis, la 

resistencia a terapias dirigidas, y un inhibidor de la inmunidad antitumoral 

(Jakowlew, 2006; Neel et al., 2012; E. J. Walker et al., 2019; M. Zhang et al., 

2021). A lo largo de los años también se ha descrito como una citoquina 

profibrótica al regular la FMT, induciendo el fenotipo miofibroblasto (Shen et al., 

2016). En definitiva, niveles elevados de TGFB1 proporcionan un 

microambiente tumoral profibrótico (Shi et al., 2020). Por ello, nos propusimos 

determinar sus niveles de secreción en nuestros cultivos primarios de FNs y 

CAFs. En la Figura 32 podemos observar que los cultivos de CAFs tienen 

incrementada significativamente la secreción de TGFB1 al medio de cultivo 

comparados con los FNs. Este hecho nos lleva a afirmar que existe una 

correlación entre el TGFB1 y la activación del fenotipo EMT/FMT en los CAFs. 
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Figura 32: Secreción de TGFB1 en los FNs y CAFs. Concentración de TGFB1 medido 

por ELISA en los sobrenadantes de los cultivos tras 48 horas. Los resultados se 

normalizaron respecto al número de células de cada condición. N=4 FNs y N=4 CAFs * p 

≤  0,05 en comparación con el grupo control FNs. 

En la literatura, se describe al TGFB1 como un factor que interviene en 

el arresto del ciclo celular y la migración. De hecho, el TGFB1 se considera un 

factor profibrótico al inducir el fenotipo miofibroblasto hipersecretor 

responsable de la deposición excesiva de componentes de la MEC como el 

colágeno (Melzer et al., 2017; Salvarani et al., 2017). Nuestros resultados 

muestran que los CAFs aislados de CPNM parecen activar cambios 

funcionales como la contracción del citoesqueleto (Figura 30) y la secreción de 

la MEC (Figura 31), en lugar de adoptar fenotipos hiperproliferativos o 

migratorios (Figura 28 y 29) y, además, se caracterizan por presentar mayor 

secreción de TGFB1 (Figura 32) (Belhabib et al., 2021). 

En definitiva, los resultados obtenidos muestran que existe una cierta 

uniformidad funcional en nuestra colección de CAFs pulmonares. Sin embargo, 

es evidente que existe una marcada heterogeneidad interindividual e 

intratumoral, lo que sugiere la presencia de diferentes fenotipos de CAFs in 

vitro, como de hecho existen en diferentes tipos de cáncer (Elyada et al., 2019; 

Irvine et al., 2021; Lambrechts et al., 2018; Öhlund et al., 2017). Además, no 
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podemos olvidar que los cultivos primarios de fibroblastos se encuentran en un 

entorno artificial, cultivados en un modelo bidimensional sin matriz ni un 

microambiente enriquecido. Todo ello, junto con los pases consecutivos in 

vitro, podría alterar su fenotipo y, por tanto, explicar parte de dicha 

heterogeneidad, como se ha evidenciado en estudios previos (Hinz, 2012; Luo 

et al., 2022). De este modo, es crucial considerar las condiciones de cultivo 

celular para poder interpretar los resultados sobre la contribución de los CAFs 

en el desarrollo tumoral. 

  



 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 136 

2. NNMT COMO MARCADOR DE LOS CAFs  

Durante años, numerosas investigaciones se han centrado en la 

búsqueda e identificación de marcadores canónicos y distintivos para los 

CAFs, especialmente de aquellos que se relacionan con el subtipo 

miofibroblasto (C. Han et al., 2020). Sin embargo, esta perspectiva ha sido 

cuestionada con el uso de técnicas scRNA-seq y la comparativa entre distintos 

tipos de cánceres, que han identificado diferentes subpoblaciones de CAFs 

con características propias diferenciadas (Cords et al., 2023; Irvine et al., 2021; 

Lambrechts et al., 2018; Nurmik et al., 2020; Öhlund et al., 2017). Además, el 

carácter inespecífico y el papel controvertido de los marcadores clásicos en el 

manejo clínico del CPNM, como α-SMA, FAP, PDGFR o FSP1, entre otros, 

precisa explorar otras alternativas que nos ayuden a comprender el papel de 

los CAFs en esta enfermedad marcada por la gran heterogeneidad. 

En la Introducción hemos comentado el especial interés que ha cobrado 

NNMT en los últimos años. Esta enzima es una reguladora metabólica que 

contribuye a la homeostasis de la metilación celular catalizando la transferencia 

de grupos metilo a partir de la SAM (Hong et al., 2015). En el contexto del 

estroma tumoral, Eckert y colaboradores demostraron que NNMT juega un 

papel fundamental en la inducción del fenotipo CAF en el carcinoma ovárico 

(Eckert et al., 2019). Además, la expresión de esta enzima en el estroma del 

carcinoma oral de las células escamosas contribuye al crecimiento tumoral (H. 

Zhao et al., 2023). Por lo que respecta a las células de carcinoma, se ha 

implicado a NNMT con la resistencia a los ITQs en el CPNM (J. Wang et al, 

2022). Consecuentemente, la inhibición de NNMT es capaz de revertir a las 

células hacia un fenotipo más epitelial, menos invasivo y con mayor sensibilidad 

a la respuesta de los ITQs (J. Wang et al., 2022; Y. Wang et al., 2022). Por 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

 137 

tanto, nos planteamos si la expresión de NNMT esta alterada en nuestros 

cultivos primarios y, lo que es más importante, regula de alguna manera la 

activación de los CAFs del CPNM. 

Los CAFs presentaron un incremento significativo en la expresión de 

proteínas implicadas en la FMT y características de fenotipo miofibroblasto, 

como α-SMA, FN1 y FAP (Eckert et al., 2019; L. Wang et al., 2017). Por otra 

parte, también se observó un incremento de marcadores mesenquimales 

implicados en el proceso EMT, como CDH2 y SNAI1 (Stanisavljevic et al., 

2015; J. You et al., 2019; Jia You et al., 2017). A su vez, se observó un aumento 

significativo de la expresión de NNMT, erigiéndola como un posible marcador 

de los CAFs asociado al estroma tumoral del CPNM (Eckert et al., 2019) 

(Figura 33). Los factores de transcripción de la EMT, como SNAI1, regulan los 

programas de plasticidad celular y juegan un papel importante en la promoción 

del crecimiento tumoral y metástasis, así como en la progresión de la 

enfermedad (Jouppila-Mättö et al., 2011). Algunos trabajos señalan que estos 

factores también se expresan en los CAFs, dotándolos de propiedades 

adicionales. Así, la sobreexpresión de SNAI1 en los CAFs conduce a un 

incremento de las zonas desmoplásicas, lo que influye en la reorganización de 

la MEC, además de potenciar la activación del programa EMT en las propias 

células tumorales epiteliales (Masugi, 2022; Stanisavljevic et al., 2015; J. You 

et al., 2019; Jia You et al., 2017).  

Completamos esta parte del estudio determinando los niveles de 

expresión de estos genes (Figura 34). Para la normalización de cada uno de 

ellos, se utilizó el gen de expresión constitutiva ACTB. De este modo, se 

observó una mayor expresión de NNMT, ACTA2, CDH2 y SNAI1 en los CAFs 

respecto a los FNs.  
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Con el fin de activar la FMT, los fibroblastos se trataron con TGFB1 (5 

ng/ml) durante 72 horas (Figura 33 y 34) incrementando de forma significativa 

todos los marcadores en los FNs, y de FAP, FN1, CDH2 y SNAI1 en los CAFs. 

 

 

Figura 33: Inducción de la FMT y NNMT en los FNs y CAFs incubados con y sin 

TGFB1. Western blotting. Los fibroblastos se sembraron y se trataron con y sin TGFB1 

(5 ng/ml). Tras 72 horas de incubación, se lisaron y se cuantificaron las proteínas NNMT, 

α-SMA, FN1, FAP, CDH2 y SNAI1. Las expresiones de dichas proteínas fueron 

normalizadas con la expresión de la proteína constitutiva ACTB. (A) Densitometrías de 

los resultados obtenidos en los FNs y CAFs. (B) Imágenes representativas de los niveles 

expresión de dichas proteínas en FNs y CAFs. Los resultados se muestran como 

porcentaje de expresión relativa al control no tratado. N=20 FN y N=20 CAF. * p ≤  0,05 

y ** p ≤ 0,01. 
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Figura 34: Inducción de la FMT en los FNs y CAFs tratados con y sin TGFB1. RT-

PCR. Las células fueron tratadas con y sin TGFB1 (5 ng/ml). Tras 72 horas de incubación 

se extrajo el RNA, se cuantificó y se llevó a cabo la RT-PCR para medir la expresión de 

los genes NNMT, ACTA2, FN1, FAP, CDH2 y SNAI1. Las expresiones de dichos genes 

fueron normalizados a la expresión del gen constitutivo ACTB. Los resultados están 

relativizados todos al control no tratado. N=18 FN y N=18 CAF. * p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01 

El aumento significativo de los marcadores de α-SMA, FAP, junto con los 

estudios funcionales, corroboran la hipótesis de que la mayoría de nuestros 

CAFs de CPNM presentan un fenotipo miofibroblasto (Eckert et al., 2019; 

Jenkins et al., 2022). Algunos autores los clasifican como mioCAFs, 

caracterizados por elevada expresión de α-SMA y capacidad contráctil 

mediada por el TGFB1 (Öhlund et al., 2017). Además, en respuesta al TGFB1, 

el aumento de los marcadores característicos de mioCAFs responde a la 
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activación del proceso de la FMT (Öhlund et al., 2017; Rockey et al., 2013; P. 

Yang et al., 2023).  

A continuación, estudiamos de manera más detallada la posible 

correlación entre la expresión del marcador canónico del fenotipo 

miofibroblasto α-SMA y la de NNMT. Para ello, se analizó mediante 

inmunofluorescencia la presencia de fibras de α-SMA en cultivos de FNs y 

CAFs con y sin tratamiento con TGFB1 (5 ng/ml) durante 72 horas. Como se 

observa en la Figura 35A, C el porcentaje de fibroblastos α-SMA positivos fue 

mayor en los CAFs respecto a los controles. A su vez, tanto los FNs como los 

CAFs cultivados con TGFB1 presentaron un aumento significativo en el número 

de fibras de α-SMA, eso es, aumentó significativamente la población de 

miofibroblastos en ambos tipos celulares. Al analizar la expresión NNMT, 

comprobamos que esta proteína se localiza en el citoplasma (Figura 35A, B). 

En concordancia con los resultados de expresión proteica y génica, se observó 

un incremento en la expresión de NNMT basal en los CAFs respecto a los FNs, 

así como una mayor respuesta al estimular con TGFB1. Por tanto, estos 

resultados sugieren una posible coexpresión de α-SMA y NNMT, ya que en un 

fenotipo miofibroblasto inducido por TGFB1 ambos marcadores seguían un 

patrón de cambio similar (Figura 36). De hecho, los FNs en condiciones basales 

presentaron un menor porcentaje de coexpresión α-SMA/NNMT, con una tasa 

del 40%. En cambio, las otras tres condiciones (FNs tratados con TGFB1, 

CAFs basales y tratados con TGFB1) mostraron una elevada coexpresión entre 

ambas proteínas, 70, 74 y 74% respectivamente.  
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Figura 35: Inmunofluorescencia representativa de la expresión de α-SMA y NNMT 

en cultivos FNs y CAFs tras ser incubados en presencia o ausencia de TGFB1. (A) 

Imágenes representativas de inmunofluorescencia visualizadas por microscopia. Los 

núcleos se tiñeron con Hoechst-33342 (en azul), NNMT en rojo y α-SMA en verde. Las 

imágenes fueron tomadas en un microscopio Leica Microsystems (20x). (B) Expresión 

del porcentaje de intensidad de NNMT en los FNs y CAFs incubados o no con TGFB1 

respecto al control no tratado. (C) Expresión el porcentaje de células positivas a α-SMA 

en los FNs y CAFs incubados o no con TGFB1 respecto al control no tratado. N=6 FN y 

N=6 CAF. * p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01 
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Figura 36: Porcentaje de coexpresión entre α-SMA y NNMT en cultivos FNs y CAFs 

tras ser incubados en presencia o ausencia de TGFB1 mediante 

inmunofluorescencia. Coexpresión α-SMA-NNMT expresada como el porcentaje de 

células α-SMA positivas y expresión elevada de NNMT. N=6 FN y N=6 FAC.  

En definitiva, estas determinaciones complementan los resultados 

observados en el análisis de expresión de proteínas mediante Western blotting 

o RT-PCR. La localización intracelular de las proteínas α-SMA y NNMT, así 

como los niveles de expresión en los lisados celulares, sugieren que nuestros 

CAFs se comportan como miofibroblastos en respuesta a la citoquina 

profibrótica y pro-EMT TGFB1, sobreexpresando el marcador canónico α-SMA 

y la proteína NNMT. Asimismo, nuestros resultados señalan la posible 

existencia de diferentes subpoblaciones con metaestados parciales del 

fenotipo miofibroblasto. Este escenario para el CPNM es compatible con el 

descrito en otros estudios que avalan tanto el aumento del marcador 

característico de los miofibroblastos (α-SMA) como la NNMT en los CAFs de 

otros tipos de cáncer (Eckert et al., 2019; H. Zhao et al., 2023). En línea con 

estas observaciones, en el carcinoma oral escamoso también se ha observado 

una colocalización entre la NNMT y α-SMA medidas por inmunofluorescencia 

en la mayoría de los CAFs (H. Zhao et al., 2023).  
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Con estos antecedentes y dadas las similitudes moleculares entre la FMT 

y EMT (Dongre & Weinberg, 2018; D’Urso & Kurniawan, 2020), planteamos la 

NNMT como un posible biomarcador del fenotipo CAF del estroma asociado al 

CPNM. Tal y como se evidencia en las Figuras 33 y 34, encontramos 

diferencias significativas tanto en la expresión de la proteína como a nivel de 

ARNm de la NNMT entre los CAFs y los FNs.  
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3. LA NNMT DEL ESTROMA TUMORAL COMO BIOMARCADOR 

DE PRONÓSTICO EN EL CPNM 

Para explorar el impacto traslacional de nuestro estudio, se llevó a cabo 

un estudio inmunohistoquímico con las muestras de tejido parafinado de AC 

pulmonar almacenadas en el Hospital Universitario de la Ribera (Alzira). El 

objetivo concreto de este análisis consistió en establecer una correlación entre 

la cantidad de estroma en el tumor, la expresión de α-SMA y NNMT, y la 

evolución clínica de los pacientes de CPNM reclutados en nuestro estudio. 

Para ello, se recopilaron los datos clínicos de los pacientes que se describen 

en la Tabla 17. 

Tabla 17: Datos demográficos de los pacientes con AC pulmonar estudiados por 

inmunohistoquímica. Pacientes intervenidos quirúrgicamente entre 2015 y 2019. N=27. 

SLP (0 = sin recaída; 1= con recaída); SG (0 = supervivencia; 1=exitus). Última revisión 

de los datos: 23 de febrero de 2023. 

Características demográficas 

Número de pacientes   

 27 

Edad diagnóstica (Años)   

Media 64 

Rango 46-72 

Sexo (n., %)   

Hombre 17 (63) 

Mujer 10 (37) 

Hábito tabáquico (n., %)   

Actual 8 (30) 

Ex-fumador 12 (44) 

No fumador 4 (15) 

N/D 3 (11) 

Estadio (n., %)   

IA 16 (59) 

IB 3 (11) 

IIA 5 (19) 

IIIA 3 (11) 
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Mutaciones (n., %)   

EGFR 3 (11) 

KRAS 7 (26) 

WT 17 (63) 

Supervivencia Libre Progresión (SLP) (n., %)   

0 13 (48) 

1 14 (52) 

Supervivencia Global (SG) (n., %)   

0 15 (56) 

1 12 (44) 

Las muestras de tejido tumoral fijado y parafinado fueron procesadas y 

teñidas con hematoxilina/eosina (HE), tinción tricrómica y con los anticuerpos 

contra α-SMA y NNMT. Las microfotografías de 4 pacientes representativos se 

muestran en la Figura 37 (ver Material Suplementario Figura S1: Imágenes de 

la colección completa de muestras procesadas).  

La tinción tricrómica permite estudiar el estroma tumoral y, más 

concretamente, la contribución del componente mayoritario de la MEC, el 

colágeno, que aparece teñido de color azul. En la década de los 80, Flier et al. 

observó una similitud entre el estroma de las heridas y el de los tumores (Flier 

et al., 1986). En ambas situaciones se evidencia una activación de la 

angiogénesis y de la respuesta inflamatoria, así como la presencia de 

fibroblastos hipersecretores de componentes de la MEC, pasando a 

denominarse estroma activado o reactivo (Bremnes et al., 2011; Nissen et al., 

2019). En el contexto del cáncer, la reacción desmoplásica inicialmente se 

determinó como un mecanismo de defensa contra el crecimiento tumoral. No 

obstante, estudios recientes revelaron que el papel de la desmoplasia es 

mucho más complejo, apoyando la hipótesis de que estos elementos 

estromales favorecen la secreción de componentes y moléculas beneficiosas 

para la proliferación, supervivencia, invasión y metástasis tumoral (Ferrara et 

al., 2021; Leask, 2020; Masugi, 2022; Morita et al., 2020).  
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La positividad para α-SMA no sólo se atribuye a los fibroblastos-

miofibroblastos del estroma, ya que también aparece en las paredes de los 

vasos y capilares sanguíneos, los cuales se encuentran de forma inevitable en 

nuestras muestras. Por otro lado, la tinción de NNMT mostró un patrón 

heterogéneo, siendo muy positiva en algunos tumores e inexistente o muy débil 

en otros (Figura 37). 

 

Figura 37: Análisis inmunohistoquímico de Hematoxilina/Eosina, Tricrómico de 

Masson y tinciones de α-SMA y NNMT en cortes pulmonares procedentes de 

pacientes con CPNM. Tras el montaje y desparafinado de las biopsias pulmonares de 

pacientes con CPNM, se hicieron tinciones de Hematoxilina (morado=núcleos celulares; 

rosa=citoplasma), Tricrómico (azul=fibras de colágeno, morado=núcleo celular, rojo= 

estructuras oxidadas y citoplasma), α-SMA (marrón=fibras de α-SMA) y NNMT 

(marrón=proteína NNMT en citoplasma y núcleos) (20x). 
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Se evaluó el porcentaje de volumen ocupado por el estroma a partir de 

las tinciones HE y tricrómica, y se establecieron dos grados de tinción para 

NNMT (tinción negativa-baja y elevada) y estroma (porcentaje ocupado por 

estroma elevado o reducido). El total de muestras analizadas (N=27) fueron 

clasificadas en N=10 con estroma bajo y N=17 con elevada proporción de 

estroma; y respecto a la NNMT, N=11 con baja expresión y N=16 con elevada 

positividad. 

El análisis de esta colección revela una notable heterogeneidad inter e 

intraindividual, tanto a nivel morfológico como en porcentaje de tumor ocupado 

por el estroma, así como en cuanto a la expresión de α-SMA y NNMT. Además, 

se observó cómo aquellos tumores con un porcentaje de estroma menor 

tendían a expresar bajos niveles de α-SMA y NNMT, mientras que los tumores 

con una intensa coexpresión de α-SMA y NNMT presentaban una mayor área 

ocupada por el estroma. Podríamos hipotetizar una posible correlación de 

estos resultados con el estatus mutacional de oncogenes frecuentemente 

activados en el CPNM como EGFR o KRAS (Aramini et al., 2020; S. E. Park et 

al., 2019). Sin embargo, sería necesario incrementar el tamaño muestral para 

obtener una representación adecuada del 30% de pacientes con mutaciones 

en KRAS y del 10% con mutaciones en EGFR para establecer conclusiones 

firmes, además de asegurar que todos los pacientes fueran objeto de 

diagnóstico molecular, algo que no ocurrió en nuestro estudio. 

En los últimos años se ha estudiado el papel de la NNMT como potencial 

biomarcador de pronóstico clínico asociado a las células tumorales de diversos 

tipos de cáncer como gástrico, cerebral, pancreático y carcinoma oral 

escamoso, entre otros (S. Li et al., 2018; W. Liu et al., 2023; W. Zhang et al., 

2022). Sin embargo, al analizar nuestras biopsias de pacientes con CPNM se 

pudo apreciar cómo la NNMT era positiva principalmente en los 
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fibroblastos/miofibroblastos del estroma tumoral. Únicamente se observaron 

células tumorales positivas a NNMT en algunos casos donde la tinción en el 

estroma era más intensa. Estos resultados están en la línea de lo descrito en 

otros tipos de cáncer, como el colorrectal, el de ovario, o el gástrico. (Eckert et 

al., 2019; Song et al., 2020; L. Zhang et al., 2021). Además, la sobreexpresión 

de este marcador en el estroma se ha relacionado con una supervivencia 

desfavorable, estadios avanzados, así como una respuesta negativa ante el 

tratamiento quimioterápico (Song et al., 2020).  

A continuación, mediante un análisis de Kaplan-Meier, se evaluó la 

posible relación entre el porcentaje de estroma reactivo, la expresión de α-SMA 

y NNMT, y la evolución clínica de los pacientes utilizando la supervivencia libre 

de progresión (SLP). Las curvas de supervivencia que se representan en la 

Figura 38 muestran una correlación estadísticamente significativa entre la SLP 

y el volumen ocupado por el estroma tumoral (Figura 38A izquierda) y el grado 

de expresión de NNMT (Figura 38A derecha). Por tanto, y pese al limitado 

tamaño muestral (N=27), podemos afirmar que aquellos pacientes de CPNM 

con un mayor porcentaje de estroma reactivo y, sobre todo, expresando este 

estroma niveles elevados de la proteína NNMT, tienen un peor pronóstico 

clínico y una recaída más temprana en la enfermedad.  

Por último, se realizó el mismo análisis de Kaplan-Meier utilizando la 

supervivencia global (SG), calculada como el tiempo transcurrido entre la 

cirugía y el exitus (Figura 38B). Por lo que respecta al volumen ocupado por el 

estroma, los resultados no alcanzaron significación estadística (Figura 38B 

izquierda), si bien existe una tendencia similar al análisis con el SLP a diferencia 

del grado de expresión de NNMT que la alcanza (Figura 38B derecha). De este 

modo, aquellos pacientes con tumores cuyo estroma presenta una expresión 

elevada de NNMT tienen una peor evolución clínica. No obstante, el análisis de 
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la SG requiere de estudios más prolongados en el tiempo para establecer 

conclusiones definitivas. 

 

Figura 38: Estudio de la correlación entre el tiempo libre de progresión y 

supervivencia global de los pacientes con CPNM, el estroma tumoral y la NNMT. A) 

Porcentaje de pacientes libres de progresión en función del tiempo según el volumen de 

estroma ocupado y según el grado de tinción de NNMT. B) Kaplan Meier de la 

supervivencia global en función del tiempo según el volumen de estroma ocupado y 

grado de tinción de NNMT. Los P valores se muestran en las figuras.  

En nuestra cohorte de pacientes de AC pulmonar, se establecieron 

como parámetros indicadores del pronóstico clínico tanto el estroma como la 

expresión de NNMT. A pesar de que tradicionalmente el porcentaje de estroma 

se ha considerado como un predictor de mala supervivencia (Smit et al., 2020), 

el análisis con la NNMT mostró mejores resultados. Nuestros datos sugieren 

que los marcadores α-SMA y NNMT siguen un patrón de coexpresión similar 

al obtenido en las inmunofluorescencias de los fibroblastos de nuestra cohorte 

in vitro (Figura 35). Esta observación se relaciona con la desmoplasia 

caracterizada por una expansión del estroma tumoral causada por la 

deposición de componentes de la MEC por los CAFs con un fenotipo 
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miofibroblasto (Masugi, 2022). Con todas estas evidencias, los esfuerzos 

actuales están dirigidos a comprender mejor la comunicación entre el estroma 

reactivo (en nuestro caso, aquel que sobreexpresa NNMT) y las células 

tumorales para dilucidar su papel en la progresión tumoral. 

En resumen, los resultados demuestran que una evolución desfavorable 

de los pacientes de CPNM se correlaciona con un mayor volumen de estroma 

y con los niveles de expresión de la NNMT. Los resultados in vitro indican que 

los CAFs del CPNM presentan un fenotipo miofibroblasto, hipersecretor y 

remodelador de la MEC. En consecuencia, podemos concluir que los CAFs de 

CPNM constituyen un papel fundamental en la desmoplasia asociada al tumor 

y que la NNMT podría ser un prometedor marcador de pronóstico clínico y 

potencial diana terapéutica dado el papel protumoral del estroma asociado al 

CPNM. Este aspecto será abordado en los siguientes apartados de esta 

sección.  
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4. IMPACTO FUNCIONAL DE LA MODULACIÓN DE NNMT EN 

LOS CAFs DEL ESTROMA ASOCIADO AL CPNM 

Tras demostrar la estrecha relación entre NNMT y el fenotipo 

miofibroblasto en nuestros CAFs pulmonares y teniendo en cuenta las 

evidencias recientes citadas anteriormente, nos planteamos una serie de 

experimentos funcionales para demostrar si NNMT pudiera modular este 

fenotipo (Eckert et al., 2019; H. Zhao et al., 2023) y, por tanto, constituir una 

diana terapéutica específica dirigida contra el estroma asociado al CPNM. Con 

este propósito, reprimimos de manera estable NNMT mediante vectores 

lentivirales con secuencias de silenciamiento y estudiamos la expresión de 

marcadores moleculares y celulares del fenotipo miofibroblasto. 

La represión de la NNMT se llevó a cabo en CAFs aislados de cinco 

pacientes de CPNM. De cada uno de ellos establecimos dos variantes, el 

control (shNT) y el subcultivo con NNMT reprimida (shNNMT), tal y como se 

describe en el apartado 10 de Material y Métodos. Tras la infección y posterior 

selección con el antibiótico puromicina, se determinaron los niveles de 

expresión de NNMT para comprobar el grado de eficacia de la represión. En la 

Figura 39 se observa cómo se logró una reducción de la expresión de NNMT 

del 50% tanto a nivel de ARNm como de proteína. 
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Figura 39: Silenciamiento de la NNMT en CAFs de CPNM tras la modulación génica 

mediante infección lentiviral de partículas shARN. (A) Niveles de ARNm de NNMT en 

CAFs shNT y shNNMT medido por RT-PCR. Los resultados se relativizaron a ACTB como 

gen constitutivo. (B izquierda) Densitometrías de los resultados obtenidos en los shNT y 

shNNMT. (B derecha) Imagen representativas de los niveles expresión proteica de 

NNMT. Los resultados se muestran como porcentaje de expresión relativa al control 

shNT. N=5 shNT y N=5 shNNMT. ** p ≤ 0,01 

4.1. NNMT modula el fenotipo miofibroblasto en los CAFs de CPNM 

A continuación, determinamos la expresión génica y proteica de los 

marcadores fibróticos y mesenquimales analizados en los apartados 

anteriores. Como se observa en la Figura 40 y 41, la represión de NNMT dio 

lugar a una reducción significativa de los marcadores α-SMA, FAP y FN1, en 

línea con los resultados de Eckert et al., que demostraron que la 

sobreexpresión o inhibición de la NNMT del estroma en el cáncer de ovario 

inducía un aumento o disminución, respectivamente, de la expresión de los 

marcadores característicos del fenotipo miofibroblasto, α-SMA y FN1. Además, 

en el contexto del estroma del carcinoma escamoso oral, el tratamiento de los 

CAFs con inhibidores de la NNMT condujo, a su vez, a una reducción de los 

niveles de expresión de α-SMA y COL1A1 (H. Zhao et al., 2023). Estas 

evidencias, junto con nuestros resultados, demuestran que la expresión de la 

NNMT contribuye al mantenimiento del fenotipo miofibroblasto.  
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Por otra parte, nos planteamos si la actividad NNMT podría modular el 

efecto del TGFB1 sobre la expresión de estos marcadores. En la Figura 40 

podemos observar cómo la respuesta al TGFB1 fue mucho más intensa en los 

CAFs shNT con respecto a los shNNMT. Más concretamente, el tratamiento 

con TGFB1 en los shNT incrementó en 0,5, 2,2, 1,7 y 1,4 en NNMT, ACTA2, 

FAP y FN1 respectivamente; y en los shNNMT 0,1, 0,2, 0,5 y 0,8, en 

comparación con sus cultivos basales. Del mismo modo, se observaron 

resultados similares en el estudio de expresión proteica (Figura 41). Con todo, 

concluimos que la inhibición de NNMT no solo disminuye los marcadores 

fibróticos, sino que es capaz de atenuar la inducción del fenotipo FMT mediado 

por TGFB1.  

 

Figura 40: Expresión génica de los marcadores fibróticos en CAFs de CPNM con 

diferentes niveles de NNMT y en respuesta al TGFB1. Las células fueron tratadas con 
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y sin TGFB1 (5 ng/ml). Tras 72 horas se midió la expresión de los genes ACTA2, FN1 y 

FAP. Las expresiones de dichos genes fueron normalizados a la expresión del gen 

constitutivo ACTB. Los resultados se muestran como porcentaje de expresión relativa al 

control shNT. N=5 shNT y N=5 shNNMT. * p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01 

 

Figura 41: Niveles proteicos de los marcadores fibróticos en CAFs de CPNM con 

diferentes niveles de NNMT y en respuesta al TGFB1. Las células fueron tratadas con 

y sin TGFB1 (5 ng/ml) durante 72h. Se utilizaron anticuerpos específicos frente a las 

proteínas α-SMA, FN1 y FAP. La expresión de estas proteínas se normalizó a la expresión 

de la proteína constitutiva ACTB. (A) Densitometrías de los resultados obtenidos en los 

CAFs shNT y shNNMT. (B) Imagen representativa de los niveles expresión de dichas 

proteínas. Los resultados se muestran como porcentaje de expresión relativa al control 

shNT. N=5 shNT y N=5 shNNMT. * p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01 
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La represión de NNMT revierte la EMT de las células tumorales en 

modelos experimentales de cáncer gástrico, carcinoma escamoso cutáneo y 

endometrio, entre otros (Hah et al., 2019; L. Liang et al., 2018; Tahara et al., 

2021; W. Wang et al., 2022). Dadas las similitudes entre la EMT y la FMT, y los 

resultados descritos en la sección 2, nos propusimos estudiar el impacto de la 

represión de NNMT sobre la expresión génica de marcadores característicos 

del fenotipo mesenquimal, así como de factores de transcripción reguladores 

del mismo en los CAFs de CPNM. Como podemos observar en la Figura 42, la 

represión de NNMT disminuyó la expresión de los marcadores mesenquimales 

CDH2 y VIM, y también la de los factores de transcripción SNAI1, TWIST1 y 

ZEB1. Tal y como indicábamos anteriormente, el factor de transcripción SNAI1 

modula la expresión de marcadores de miofibroblastos y la actividad en la 

MEC, así como la comunicación paracrina con las células tumorales (Alba-

Castellón et al., 2016; Stanisavljevic et al., 2015). Por otro lado, TWIST1 

promueve la activación de los CAFs en el cáncer colorrectal, estimulando la 

migración, la formación de colonias por parte de las células tumorales, además 

de ser un potencial marcador de mal pronóstico en el carcinoma escamoso de 

esófago (García-Palmero et al., 2016). ZEB1 aumenta en el estroma de varios 

tipos de cáncer (Bronsert et al., 2014; Chaffer et al., 2013; Soini et al., 2011), 

y en pacientes de cáncer de mama se ha correlacionado con un mayor número 

de recaídas, donde su inactivación disminuye la capacidad remodeladora de la 

MEC, la angiogénesis y provoca una mayor infiltración inmunitaria (Fu et al., 

2019). Teniendo en cuenta todas estas evidencias, y el hecho de que los 

niveles elevados de NNMT activan los factores de transcripción EMT en el 

estroma de cáncer ovárico (Eckert et al., 2019), podemos concluir que la 

actividad NNMT del estroma asociado al CPNM podría tener una función 

crucial en este tipo de cáncer.  
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Figura 42: Expresión de los marcadores EMT en los CAFs de CPNM tras la 

modulación de la expresión génica de la NNMT silenciada medido por RT-PCR.  

Expresión de los genes CDH2, VIM, SNAI1, TWIST1 y ZEB1. Las expresiones de dichos 

genes fueron normalizados a la expresión del gen constitutivo ACTB. Los resultados se 

muestran como porcentaje de expresión relativa al control shNT. Las imágenes son 

representativas de 3 experimentos distintos. *p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01. 

A continuación, estudiamos el efecto de la represión de NNMT sobre los 

niveles y localización de esta proteína y el marcador α-SMA en los CAFs, 

mediante inmunofluorescencia y microscopía confocal. Como era de esperar, 

en las imágenes de la Figura 43A (cuantificadas en 43B, C y D) observamos 

de nuevo cómo los CAFs shNNMT presentaban una disminución significativa 

de la proteína NNMT respecto a sus controles shNT y, lo que es más 

importante, presentaban un menor porcentaje de miofibroblastos α-SMA 

positivos. En respuesta al tratamiento con TGFB1, los CAFs shNT aumentaron 

los niveles de NNMT y α-SMA; no obstante, la represión de NNMT bloqueó este 
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efecto de manera significativa. Con todo, estos resultados demuestran que la 

NNMT no solo coexpresa con el marcador de miofibroblastos α-SMA, sino que 

además es capaz de modular la FMT de los CAFs en el CPNM (Figura 43D). 

 

Figura 43: Localización y niveles de expresión de α-SMA y NNMT en cultivos de 

fibroblastos shNT y shNNMT en respuesta al TGFB1. (A) Imágenes representativas de 

inmunofluorescencia visualizadas por microscopia. Los núcleos se tiñeron con Hoechst-

33342 (en azul), NNMT en rojo y α-SMA en verde. Las imágenes fueron tomadas en un 

microscopio Leica Microsystems (20x). (B) Expresión del porcentaje de intensidad de 

NNMT en los cultivos shNT y shNNMT incubados o no con TGFB1 respecto al control no 

tratado. (C) Expresión del porcentaje de células positivas a α-SMA en los fibroblastos 
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shNT y shNNMT respecto al control shNT. (C) Porcentaje de coexpresión entre α-SMA y 

NNMT en cultivos shNT y shNNMT. N=3 shNT y N=3 shNNMT. * p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01. 

4.2. NNMT modula la funcionalidad de los CAFs de CPNM 

A continuación, estudiamos el impacto funcional de la represión de 

NNMT en los CAFs del estroma asociado al CPNM sobre las capacidades de 

proliferación y migración celulares y la contracción del colágeno. Tal y como 

muestran los resultados de la Figura 44, los CAFs shNNMT presentaron una 

mayor tasa de proliferación, resultados que coinciden con la mayor capacidad 

proliferativa de los FNs que, recordemos, presentaban una menor expresión de 

NNMT y un menor porcentaje de miofibroblastos (Figura 28).  

 

Figura 44: Crecimiento celular en las poblaciones de shNT y shNNMT. Las ratios se 

calcularon considerando el crecimiento de los shNNMT respecto a sus shNT. N=4 shNT 

y N=4 shNNMT. ** p ≤ 0,01 

En cuanto a la capacidad migratoria, las imágenes de la Figura 45A 

(cuantificadas en la Figura 45B) demuestran cómo los CAFs con NNMT 

reprimida fueron capaces de cerrar una mayor área de herida que sus 

correspondientes controles shNT (62% versus 50%, respectivamente). Por 

tanto, la represión de NNMT en los CAFs de CPNM aumentó la capacidad de 
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cierre de heridas in vitro, evidencia que replica la mayor capacidad migratoria 

de los FNs (Figura 29). 

   

Figura 45: Ensayo de cierre de herida por fibroblastos shNT y shNNMT en presencia 

de mitomicina C a 0, 24 y 48 horas. (A) Imágenes representativas de campo claro del 

cierre de una herida in vitro a 0, 24, 48 horas (x5). (B) Gráfica que representa el 

porcentaje de disminución del área a las 24 y 48 horas medida mediante programa 

ImageJ. N=4 shNT y N=4 shNNMT. * p ≤  0,05 en comparación con el grupo control. 
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Con el fin de extender estas observaciones funcionales, se llevaron a 

cabo los experimentos de contracción del gel de colágeno. En la Figura 46 se 

puede observar cómo la represión de la NNMT disminuyó la capacidad 

contráctil en comparación con la población control shNT. Una vez más, la 

inhibición de la NNMT reprogramó el fenotipo de los CAFs, haciéndolos 

funcionalmente similares a los FNs (Figura 30).  

  

Figura 46: Contracción de colágeno de CAFs shNT y shNNMT. (A) Cálculo de la 

variación del área de colágeno a las 24 y 48h con y sin TGFB1 (5 ng/ml). (B) Imagen 

representativa de la variación del área de colágeno a las 24 y 48 horas. Se midió la 

diferencia de área de las imágenes capturadas mediante el programa ImageJ a las 24h y 

48h. N=3 shNT y N=4 shNNMT.  
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Como última pieza del estudio funcional, observamos que la secreción 

de TGFB1 medida por ELISA se encontraba disminuida significativamente en 

una de las poblaciones CAF con la represión de la NNMT, identificando una 

tendencia a la baja en el resto (Figura 47). Los autores relacionan la 

disminución de la secreción del TGFB1 con una menor capacidad de 

deposición de los componentes de la MEC, lo que se correlaciona con la menor 

proporción de miofibroblastos en la población CAF shNNMT (Chakravarthy et 

al., 2018). 

 

 

 

 

 

Figura 47: Secreción de TGFB1 en los CAFs shNT y CAFs shNMT. Concentración de 

TGFB1 medida por ELISA en los sobrenadantes de los cultivos tras 48 horas. Los 

resultados se normalizaron respecto al número de células de cada condición. N=3 shNT 

y N=3 shNNMT.  

Los CAFs juegan un papel crucial en la progresión del cáncer 

consecuencia, al menos en parte, de las adaptaciones funcionales 

relacionadas con sus capacidades proliferativas, migratorias y contráctiles 

(Glabman et al., 2022). Nuestros resultados indican que la inhibición de NNMT 

en los CAFs procedentes de CPNM revierte parcialmente el fenotipo 

miofibroblasto disminuyendo marcadores fibróticos, mesenquimales, de 

migración y contracción celulares y, en definitiva, haciéndolos más parecidos 

a los FNs, en línea con los dos estudios de referencia para este trabajo de 

investigación. En el cáncer oral escamoso, Zhao H, et al. determinaron que la 
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inhibición de NNMT revierte el fenotipo miofibroblasto a través de la 

disminución de la expresión de α-SMA y de colágeno (H. Zhao et al., 2023). En 

los CAFs cáncer de ovario, NNMT no solo regula la expresión de 

biomarcadores del fenotipo miofibroblasto, sino también su capacidad 

contráctil (Eckert et al., 2019).  

En último término, todas estas adaptaciones fenotípicas se deben a 

cambios en los patrones de expresión génica regulados a nivel epigenético por 

la maquinaria de la remodelación de la cromatina. La relación entre 

metabolismo y reprogramación epigenética es recíproca, ya que los 

metabolitos actúan como cofactores para las enzimas remodeladoras de la 

cromatina (X. Xu et al., 2023; X. Yu et al., 2018). En este contexto, NNMT 

influye en la disponibilidad de cofactores epigenéticos esenciales como el NAD+ 

o la SAM, modulando la metilación del ADN y las modificaciones de histonas, 

y, por ende, impactando en la reprogramación epigenética y la expresión 

génica  (Y. Gao et al., 2021; Kaelin & McKnight, 2013; Xiao Yu Li et al., 2022; 

C. Lu & Thompson, 2012). Así pues, la expresión aberrante de NNMT 

desencadenaría profundos cambios en los patrones de expresión génica que 

podrían dirigir la adquisición del fenotipo miofibroblasto en los CAFs de CPNM, 

si bien los mecanismos concretos todavía no se conocen en su totalidad (Hong 

et al., 2015). En este sentido, la regulación del fenotipo CAF a través de la 

NNMT podría estar mediada por la hipometilación del ADN, ARN o histonas, tal 

y como sugieren Eckert y colaboradores en el cáncer de ovario. En su trabajo, 

la sobreexpresión de NNMT en el estroma tumoral ovárico provoca un 

agotamiento de SAM, el donante universal de metilo para las histonas, lo que 

reduce el potencial de metilación en las regiones promotoras de los genes, 

incrementando aquellos implicados en la secreción de colágeno y la 

contractibilidad regulada por la miosina (Eckert et al., 2019). Más 
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recientemente, Kay et al. demostraron cómo la regulación epigenética y 

metabólica interviene en la capacidad de secreción de colágeno de la MEC 

regulando la síntesis del aminoácido prolina a través de la pirrolina-5-

carboxilato reductasa 1 (PYCR1) en modelos de carcinoma mamario (Kay et 

al., 2022). En esta línea, se ha observado que la inhibición de la metilación del 

ADN aumenta la expresión de marcadores característicos de los CAFs, así 

como sus características funcionales, por lo que refuerza el papel directo de la 

hipometilación del ADN en la regulación de los CAFs. Sin embargo, se requiere 

de más evidencias experimentales para comprender los mecanismos 

subyacentes y las implicaciones de estos hallazgos en las funciones 

protumorales de los CAFs. 
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5. PAPEL DE LA NNMT ESTROMAL EN LA RESISTENCIA 

ADQUIRIDA A LOS ITQs DE EGFR 

Una vez demostrada la mayor expresión de NNMT en los CAFs de 

CPNM, y que su silenciamiento revierte, en mayor o menor medida, el fenotipo 

miofibroblasto, nos planteamos determinar si la modulación de su actividad 

tendría efectos sobre la sensibilidad a las terapias dirigidas contra las células 

tumorales. Dada la experiencia de nuestro laboratorio en el estudio de la 

resistencia adquirida a los ITQs de EGFR en el contexto del CPNM dirigido por 

mutaciones activadoras de EGFR (Becker et al., 2019; Pulido et al., 2020; 

Soucheray et al., 2015), utilizamos una línea celular comercial conocida por su 

adicción oncogénica a la forma mutada de EGFR y elevada sensibilidad innata 

a estos inhibidores. Así, las células HCC4006-EGFRex19del se cocultivaron con 

CAFs shNT y CAFs shNNMT en modelos bidimensionales y tridimensionales, 

con el fin de mimetizar con mayor fidelidad el MAT. Además, las células 

HCC4006 fueron modificadas genéticamente con el fin de que expresaran la 

proteína fluorescente mCherry y así poder identificarlas con mayor facilidad. 

5.1. Caracterización del cocultivo bidimensional  

5.1.1. Sensibilidad tumoral a los ITQs de EGFR 

Las células HCC4006 en monocultivo y los cocultivos de 

HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT, se incubaron con 

concentraciones crecientes (de 0 a 10 µM) de un ITQ de tercera generación, 

el osimertinib, que actualmente se utiliza como primera línea de tratamiento 

para los pacientes de CPNM avanzado con mutaciones activadoras en EGFR 

(Cho et al., 2020). Tras 72 horas de exposición al tratamiento, se analizó la 
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viabilidad celular mediante el ensayo de sulforodamina B. Como se muestra en 

la Figura 48A, el monocultivo de HCC4006 presentó una elevada sensibilidad 

al osimertinib con una IC50 en el rango nanomolar, tal y como está descrito para 

esta línea celular (Soucheray et al., 2015). Sin embargo, al cocultivarla con los 

CAFs, se observó un aumento notable en la resistencia al ITQ, 

independientemente de los niveles de expresión de NNMT, si bien el cocultivo 

con CAFs shNNMT mostraba una cierta tendencia a la resensibilización 

comparado con el CAFs shNT. Cabe señalar que todos los monocultivos de 

CAFs mostraron una elevada resistencia al osimertinib y su viabilidad solo se 

vio comprometida a concentraciones muy elevadas del ITQ. Por tanto, los 

cambios en las curvas de proliferación de los cocultivos se deben a un efecto 

selectivo del osimertinib sobre las células tumorales EGFR mutantes y no sobre 

los CAFs. Aunque los fibroblastos expresan EGFR WT, no son adictos a la 

actividad de este receptor y, por tanto, no son sensibles a su inhibición (Garvey 

et al., 2020).  

A continuación, llevamos a cabo un estudio más detallado del tipo de 

muerte celular (apoptosis versus necrosis) mediante el ensayo de Anexina V-

DAPI y citometría de flujo en los cocultivos bidimensionales de 

HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT tratados con osimertinib a 250 

y 500 nM durante 72 horas (Figura 48B). Es importante resaltar que el 

porcentaje de apoptosis y necrosis mostrados corresponden específicamente 

a las células tumorales mCherry positivas. A ambas concentraciones se 

observó una mayor tasa de apoptosis temprana y tardía en el monocultivo de 

HCC4006 respecto a los cocultivos. El cocultivo de HCC4006/CAFshNNMT 

presentó una mayor proporción de células apoptóticas respecto al cocultivo 

con CAFs shNT, (19,5% y 13,8%, respectivamente) (Figura 48B, C). Estos 

resultados no alcanzan las diferencias estadísticamente significativas, por 
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tanto, se precisaría de un estudio más detallado. No obstante, podemos 

confirman el efecto selectivo del osimertinib sobre las células tumorales.  

 

Figura 48: Análisis de la muerte celular inducida por el osimertinib en cocultivos 

bidimensionales de HCC4006, HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. (A) 

Ensayo de citotoxicidad a diferentes concentraciones de osimertinib (0-10 µM) durante 

72 horas en células sembradas en placas de 96 pocillos. La viabilidad celular fue 

determinada indirectamente por el método de la sulforodamina B. Los resultados se 

expresan en porcentaje con respecto al control. (B) Ensayo de apoptosis/necrosis 
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mediante citometría de flujo de las células HCC4006 mCherry positivas incubadas con 

osimertinib a 250 y 500 nM durante 72 horas. (C) Mortalidad de células HCC4006 

mCherry positivas (apoptosis más necrosis) a 500 nM. Las imágenes son representativas 

de 3 experimentos distintos. *p ≤  0,05. 

Es un hecho establecido en la literatura que los CAFs contribuyen a la 

adquisición de resistencia a los tratamientos antitumorales de diversas 

maneras. Por ejemplo, la comunicación paracrina entre los CAFs y las células 

tumorales puede promover el crecimiento y supervivencia tumorales (Mink et 

al., 2010). Algunos autores han evaluado la resistencia inducida por los CAFs 

a los ITQs de EGFR de 1ª generación, como el erlotinib, en el CPNM, 

postulando que las proteínas secretadas por los CAFs actúan como 

mecanismo subyacente a través de la regulación del programa EMT en las 

células tumorales (Choe et al., 2015). Otros afirman que los CAFs son capaces 

de secretar VEGFA, promoviendo la angiogénesis y facilitando la oxigenación 

y el flujo de nutrientes al tumor, lo que proporciona un microambiente favorable 

para la supervivencia frente a tratamientos (Santi et al., 2018). Por otra parte, 

gracias a la capacidad remodeladora de la MEC, los CAFs pueden conferir una 

barrera física que dificulta la penetración de los fármacos en el tejido tumoral 

(Glentis et al., 2017). En este sentido, algunos autores proponen una mayor 

expresión de metaloproteinasas como la MMP1, como principal causa de la 

resistencia a cetuximab en el carcinoma de células escamosas de cabeza y 

cuello (Johansson et al., 2012). En esa misma línea, Choe et al. hipotetizan que 

la resistencia adquirida al erlotinib podría deberse a una reorganización del 

citoesqueleto de actina de las células de CPNM (Choe et al., 2015). Estos 

hallazgos sugieren que los CAFs, a través de diferentes mecanismos, podrían 

considerarse una diana terapéutica para evitar las resistencias a las terapias 

antitumorales en el CPNM. 
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5.1.2. Expresión de marcadores EMT en el cocultivo bidimensional 

Como se ha descrito en la Introducción, la adquisición de resistencia a 

los ITQs de EGFR puede deberse a varias causas, como son la aparición de la 

segunda mutación en EGFRT790M, la amplificación de otros oncogenes como 

MET, el cambio de histología a CPM o la activación del programa EMT 

(Koulouris et al., 2022; Mok et al., 2017; Pasquini & Giaccone, 2018). De 

hecho, el modelo celular HCC4006 adquiere la resistencia a los ITQs de EGFR 

de primera generación a través de la activación aberrante de la EMT 

(Soucheray et al., 2015; Zhu et al., 2019). Por tanto, nos preguntamos si la 

interacción de las células tumorales con los CAFs shNNT y shNNMT podía 

variar la expresión de marcadores EMT. 

En primer lugar, se determinaron los niveles de expresión génica de 

NNMT. Como era de esperar, en el cocultivo de HCC4006 con CAFs shNNMT 

encontramos un descenso significativo de NNMT con respecto al cocultivo con 

CAFs shNT (Figura 49). El monocultivo de células HCC4006 presentaba unos 

niveles bajos o indetectables, en línea con lo descrito en la literatura (J. Wang 

et al., 2022). En cuanto a la expresión de marcadores EMT, observamos que 

en el cocultivo de HCC4006 con CAFs shNNNMT descendieron los niveles de 

expresión de CDH2, SNAI1 y ZEB1 respecto al cocultivo con CAFs shNT. No 

obstante, no se encontraron diferencias entre los niveles de expresión de 

CDH1, VIM ni el factor de transcripción TWIST1. 
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Figura 49: Expresión de NNMT y marcadores EMT en los cultivos bidimensionales 

de HCC4006, HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. Tas 4 días de cultivo, se 

extrajo el RNA, se cuantificó y se llevó a cabo la RT-PCR para medir la expresión de los 

genes NNMT, mCherry, CDH1, CDH2, VIM, SNAI1, TWIST1, ZEB1. Las expresiones de 

dichos genes fueron normalizados a la expresión del gen constitutivo ACTB. Los 

resultados se muestran como porcentaje de expresión relativa al control HCC4006. Las 

imágenes son representativas de 3 experimentos distintos. *p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01. 

Numerosos estudios describen la activación aberrante de la EMT en 

carcinomas como un proceso complejo, dinámico y reversible, caracterizado 

por múltiples meta-estados fenotípicos intermedios. De este modo, en nuestro 

modelo experimental, la reversión parcial en lugar de completa de todos los 

marcadores tanto epiteliales como mesenquimales resulta plausible 

(Chaturvedi et al., 2019; Dongre & Weinberg, 2018; Gonzalez & Medici, 2014). 

No obstante, hemos de tener en cuentas las limitaciones de este estudio, 

donde hemos determinado la expresión de los marcadores EMT en una mezcla 

de ARNs de células tumorales y de CAFs, por lo que no podemos atribuir un 
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cambio concreto a un solo tipo celular, a excepción de la CDH1 que tiene una 

expresión exclusivamente epitelial. Además, debemos recordar que los CAFs 

expresan de manera constitutiva marcadores mesenquimales como la VIM, la 

CDH2 o el factor de transcripción raSNAI1 (Dwivedi et al., 2023; Jiffar et al., 

2017; Jia You et al., 2017) Para obtener resultados concluyentes sería 

necesario el uso de técnicas adecuadas que permitan la separación celular 

como la citometría de flujo acoplada a cell sorting (Dwivedi et al., 2023; Jiffar 

et al., 2017; Jia You et al., 2017). 

5.1.3. Secreción de TGFB1 en los cultivos bidimensionales 

Tal y como hemos señalado en varias ocasiones, el TGFB1 es el inductor 

de la EMT mejor conocido en múltiples tipos de carcinomas, además de un 

potente promotor de la resistencia a terapias dirigidas contra EGFR (Soucheray 

et al., 2015; C. Wang et al., 2019). Teniendo en cuenta que nuestros CAFs 

hipersecretan TGFB1 con respecto a los FNs y que la represión de NNMT 

disminuye sus niveles (Figura 32), nos propusimos determinar la concentración 

de esa citoquina en los cocultivos bidimensionales con células tumorales.  

En la Figura 50 se observa una mayor secreción de TGFB1 en los 

sobrenadantes del cocultivo junto con los CAFs, independientemente de los 

niveles de NNMT, con respecto al monocultivo de células HCC4006. Cabe 

señalar que la represión de NNMT en el cocultivo de HCC4006/CAFshNNMT 

podría revertir este aumento, aunque las diferencias con respecto al cocultivo 

de HCC4006/CAFshNT no fueron estadísticamente significativas.  
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Figura 50: Secreción de TGFB1 en el monocultivo de HCC4006 y cocultivo de 

HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. Concentración de TGFB1 medido por 

ELISA en los sobrenadantes de los cultivos y cocultivos tras 48 horas. Imagen 

representativa de 3 experimentos independientes. * p ≤ 0,05 respecto al control 

HCC4006. 

En su conjunto, los resultados de los cocultivos bidimensionales no nos 

permiten concluir si la interacción entre los CAFs y las células tumorales 

modula el fenotipo EMT y la resistencia a los ITQs de EGFR de una manera 

NNMT-dependiente. Por tanto, consideramos que este diseño experimental no 

es el más apropiado y, en consecuencia, nos propusimos desarrollar un 

cocultivo tridimensional que reflejara de forma más precisa la estructura y 

función del MAT, como veremos en la siguiente sección. 
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5.2. Caracterización del cocultivo tridimensional 

En los últimos años cada vez son más los trabajos de investigación in 

vitro que utilizan cocultivos celulares tridimensionales (también conocidos 

como organoides) con el fin de reproducir la arquitectura, organización celular, 

interacción célula-célula y célula-MEC de los tejidos y órganos en condiciones 

fisiológicas y patológicas (Abbas et al., 2023; Kapałczyńska et al., 2018) y así, 

avanzar en nuestra comprensión del MAT y el desarrollo de nuevas 

herramientas terapéuticas (Jacobi et al., 2017; Samimi et al., 2021). El principal 

inconveniente de los cultivos bidimensionales es la disminución de la 

heterogeneidad celular original (con los pases, el cultivo se hace más uniforme) 

y la ausencia de las interacciones con la MEC, una limitación si cabe más 

importante dado el papel de los CAFs como productores de esta matriz (Conti 

et al., 2021; Millet et al., 2022).  

Motivados por los resultados no concluyentes del cultivo bidimensional y 

con la finalidad principal de reproducir de manera más fiel al MAT, pusimos a 

punto un modelo de formación de esferas, que en adelante denominaremos 

homosferas en el caso de cultivo 3D puro de HCC4006 o CAFs, o heterosferas 

en el de cocultivos de estos dos tipos celulares. Para ello, utilizamos la técnica 

del hanging drop durante 4 días para preparar los cocultivos de las células 

HCC4006 mCherry con los CAFs shNT o shNNMT, utilizando una proporción 

célula tumoral:CAF de 1:10 tal y como se describe en el apartado 12.2.1 de 

Material y Métodos. 

5.2.1. Estudio morfológico de las esferas 

En primer lugar, estudiamos la morfología y tamaño de las esferas tras 

3, 7, 10 y 14 días después de su formación. En la Figura 51A, B podemos 
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observar cómo el área de las homoesferas HCC4006 disminuyó 

significativamente entre los días 7 y 14, al contrario de lo que ocurrió cuando 

las células tumorales fueron cocultivadas con CAFs. Además, encontramos 

que las heterosferas con CAFs shNT eran mayores que las cocultivadas con 

CAFs shNNMT, con un incremento del 31% y 14% a los 14 días, 

respectivamente. Por otro lado, observamos una pérdida de la estructura 

tridimensional en las heteroesferas HCC4006/CAFshNNMT. Para determinar 

el grado de viabilidad celular llevamos a cabo un análisis de 

inmunofluorescencia con Anexina V-FITC tras 10 días después de la formación 

de las esferas (Figura 51C). Las homoesferas tumorales presentaron una 

mayor tasa de apoptosis basal, la cual disminuyó al cocultivar con CAFs shNT. 

Este efecto revirtió parcialmente con los CAFshNNMT, lo que sugiere que la 

NNMT estromal podría jugar un papel importante en el mantenimiento de la 

estructura tridimensional y de la viabilidad celular tumoral. 
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Figura 51: Caracterización de los cultivos tridimensionales de HCC4006, 

HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. (A) Imagen representativa de campo 

claro de las esferas a 7, 10 y 14 días tras su formación. (B) Cálculo de la variación del 

área de las esferas a 3, 7, 10 y 14 días (izquierda) y porcentaje de variación del área a 14 

días (derecha). (C) Inmunofluorescencia representativa de la viabilidad celular del cultivo 

tridimensional tras 10 días de cultivo mediante análisis de apoptosis Anexina V-FITC. Los 

núcleos se tiñeron con Hoechst-33342 (en azul), las células HCC4006 mCherry (en rojo), 
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y la apoptosis (en verde). Las imágenes fueron tomadas a 10x mediante microscopía 

confocal. Imagen representativa de 3 experimentos independientes donde cada 

experimento contiene 10 esferas. ** p ≤ 0,01 

Estos resultados coinciden con numerosos estudios que han 

demostrado una mayor viabilidad y proliferación tumorales en cocultivos con 

CAFs en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Melissaridou 

et al., 2019). Algunos autores postulan que este efecto podría deberse a 

factores solubles liberados por los CAFs al medio extracelular capaces de 

estimular la proliferación tumoral (Johansson et al., 2012), mientras que otros 

han demostrado que el contacto directo entre las células del cáncer de 

próstata, páncreas, mama o pulmón actúa como promotor de la proliferación 

(Majety et al., 2015; Neuwirt et al., 2020). Estos mecanismos no son 

excluyentes, dado que los CAFs proporcionan un soporte más favorable para 

el crecimiento y la supervivencia de las células tumorales secretando factores 

de crecimiento o citoquinas capaces de activar vías de señalización que 

inhiben la apoptosis, a la vez que producen los componentes de la MEC que 

proporcionan un entorno físico que apoya la integridad estructural y viabilidad 

de las esferas, facilitando la adhesión celular y la transmisión de las señales 

(Melissaridou et al., 2019). 

Así pues, la NNMT de los CAFs de CPNM podría contribuir tanto a la 

viabilidad celular como al mantenimiento de la estructura tridimensional, 

imprescindible en la promoción y desarrollo tumorales. Estos resultados están 

en línea con el estudio de Hui Zhao y colaboradores en el cáncer oral 

escamoso, donde la inhibición de la NNMT impactaba de manera negativa en 

la formación de esferas, provocando una reducción del diámetro de estas (H. 

Zhao et al., 2023). Además, en el modelo in vivo, el bloqueo de la NNMT de los 

CAFs redujo la expresión de CD44 y Ki67, marcadores de células madre 

tumorales y de proliferación, respectivamente. Los autores hipotetizaron que la 
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inhibición de NNMT reduce la capacidad de formación de esferas debido a la 

interrupción de la cascada de señalización LOX-FAK (Cox et al., 2013; Q. Xiao 

& Ge, 2012; H. Zhao et al., 2023). En sus CAFs, la sobreactivación de NNMT 

disminuye los niveles de la marca epigenética represiva H3K27me3 (histona 

H3 trimetilada en la lisina 27) en el promotor del gen que codifica LOX, una 

enzima que regula la reticulación del colágeno I en la MEC. Esto aumenta la 

actividad tirosina quinasa de FAK de las células tumorales, un transductor de 

señales involucrado en la interacción con la MEC, promoviendo, en última 

instancia, el desarrollo de las esferas (Dawson et al., 2021; Ohta et al., 2022). 

En definitiva, estas evidencias indican que la expresión estromal de NNMT 

promueve la supervivencia y proliferación de células tumorales en otro tipo de 

cáncer, y señalan que el mecanismo NNMT-LOX-FAK podría también jugar un 

papel importante en nuestros CAFs de CPNM. 

A continuación, realizamos un análisis más detallado de la estructura 

tridimensional y disposición de las células que formaban parte de las 

heterosferas a los 4 días de siembra, para evitar en la medida de lo posible la 

apoptosis asociada al cultivo durante tiempos prologados. Para ello, los 

núcleos de las células se tiñeron con Hoechst-33342 y se tomaron imágenes 

mediante el microscopio confocal. En la Figura 52A podemos observar que a 

estos tiempos cortos no existen diferencias significativas en cuanto al área o 

tamaño de las estructuras. Sin embargo, el número de células totales que 

ocupaban la superficie de las homoesferas es mayor que en las heterosferas, 

no observándose diferencias entre CAFs shNT y CAFs shNNMT. Al analizar la 

distancia entre las células, detectamos un aumento significativo en las 

heteroesferas de HCC4006/CAFshNT respecto a las homoesferas de 

HCC4006, diferencia que revirtió al cocultivar con los CAFshNNMT (Figura 

52B).  
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Figura 52: Análisis del tamaño, número de células y distancia intercelular en el 

cultivo tridimensional de HCC4006, HCC4006/CAFshNT, HCC4006/CAFshNNMT. (A) 

Cálculo del área, número de células totales de la superficie de la esfera y distancia entre 

las células. (B) Imagen representativa del estudio de la distancia entre los núcleos medida 

mediante Qupath. Los núcleos más separados aparecen en rojo, mientras que las 

menores distancias celulares se representan en azul. Las imágenes fueron tomadas por 

microscopía a 20x. Para cada parámetro se evaluaron entre 10 y 18 esferas. *p ≤  0,05 y 

**p ≤  0,01. 

Podríamos hipotetizar que la mayor distancia entre las células de las 

heteroesferas de HCC4006/CAFshNT podría ser consecuencia de una 

activación de la EMT; en dicho proceso, las células tumorales adquieren 

capacidades migratorias, invasivas, con pérdida de las uniones intercelulares 

y uniones adherentes (Craene & Berx, 2013). De hecho, en modelos de CPNM 

se ha determinado un enriquecimiento de células con fenotipo mesenquimal en 

la región periférica de las esferas que aumentó la dispersión e invasión 

celulares (Q. Zhang et al., 2022). Este fenómeno, que permitiría a las células 
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tumorales disociarse de la masa primaria y moverse hacia el microambiente 

circundante, podría explicar la mayor separación observada entre las células 

tumorales al cocultivarlas con CAFs shNT. Consecuentemente, el siguiente 

paso fue analizar los niveles y localización de marcadores característicos de la 

EMT en nuestras estructuras tridimensionales. 

5.2.2. Expresión de marcadores EMT en el cocultivo tridimensional 

Dada la importancia de la proteína de adhesión intercelular epitelial 

CDH1 en el mantenimiento de la arquitectura de los epitelios, podríamos 

pensar que una reducción en su expresión debilitaría las interacciones célula-

célula en los cocultivos de las células tumorales con los CAFs con elevada 

actividad NNMT (L. Liang et al., 2018; D. Xiao & He, 2010). Para ello, se 

analizaron mediante inmunofluorescencia y microscopio confocal, los niveles y 

localización no solo de CDH1, sino también del marcador mesenquimal VIM 

(Figuras 53 y 54). La expresión de CDH1 se limita a las células epiteliales, 

siendo negativa en los fibroblastos de linaje mesenquimal (Bruner & Derksen, 

2018). Además, tal y como se ha mencionado anteriormente, las células 

HCC4006 expresan de manera ectópica la proteína fluorescente mCherry, lo 

que nos permitió estudiar su disposición en el modelo tridimensional tal y como 

se muestra en las imágenes representativas de las Figuras 53 y 54. Las 

homoesferas de HCC4006 mCherry presentaban una elevada expresión de 

CDH1, con evidencia clara de las uniones intercelulares (Figura 53A). El 

cocultivo con CAFs condujo a una menor intensidad del marcaje de CDH1 en 

las células tumorales, especialmente en las heteroesferas de 

HCC4006/CAFshNT. A continuación, cuantificamos el porcentaje de células 

CDH1 positivas, así como la intensidad de su marcaje fluorescente (Figura 

53B). En las homoesferas se observó un porcentaje de células CDH1 positivas 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

 179 

del 86%, similar al cocultivo con CAFs shNNMT (82%). Sin embargo, en el 

cocultivo con CAFs shNT este porcentaje disminuyó al 48%. Por tanto, estos 

hallazgos refuerzan la hipótesis de la activación de EMT mediante la represión 

del marcador epitelial CDH1 en las heteroesferas, fenómeno que se revierte de 

manera significativa al reprimir la NNMT estromal.  

 

Figura 53: Localización y niveles de CDH1 en los cultivos tridimensionales de 

HCC4006, HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. (A) Imagen representativa de 

la expresión de CDH1 en las diferentes esferas. Los núcleos se tiñeron con Hoechst-

33342 (en azul), las células HCC4006 mCherry (en rojo), CDH1 (en verde). Las imágenes 

fueron tomadas mediante microscopía confocal a 20x. (B) Porcentaje de células CDH1 

positivas (izquierda) e intensidad de tinción CDH1 (derecha). N= 10. *p ≤  0,05 y **p 

≤  0,01. 
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En cuanto a la expresión y localización del marcador mesenquimal VIM, 

en la Figura 54 podemos observar cómo sus niveles son muy bajos en las 

homoesferas tumorales, como era de esperar dado el marcado carácter 

epitelial de la línea celular HCC4006. En las heterosferas con CAFs shNT los 

niveles de VIM aumentan dramáticamente, si bien parece que las fibras 

compuestas por esta proteína de los filamentos intermedios se localizan 

preferentemente en los CAFs (negativos para el marcador mCherry), sin 

descartar la positividad en el compartimento tumoral. Resulta notable la 

disminución de los niveles de VIM en las heterosferas con CAFshNNMT, una 

evidencia en línea con la reexpresión del marcador epitelial CDH1 de la Figura 

53 y que reafirma la hipótesis de que los CAFs de CPNM inducen parcialmente 

la EMT tumoral y, lo que es más importante, que esta activación depende de la 

NNMT estromal. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

 181 

 

Figura 54: Localización y niveles de expresión de VIM en los cultivos 

tridimensionales de HCC4006, HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. (A) 

Imagen representativa de la expresión de VIM en las diferentes esferas. Los núcleos se 

tiñeron con Hoechst-33342 (color azul), las células HCC4006 mCherry (color rojo), VIM 

(color amarillo). Las imágenes fueron tomadas a 20x mediante microscopía confocal. (B) 

Intensidad de tinción de VIM. N= 5. *p ≤  0,05. 

Con el fin de completar esta parte del estudio relacionada con la 

activación de la EMT, analizamos mediante RT-PCR la expresión de CDH1 y 

de diferentes marcadores mesenquimales, así como factores de transcripción 

que intervienen en la regulación de dicho proceso (Figura 55).  
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En primer lugar, con el objetivo de evaluar el contenido de células 

tumorales en las diferentes heteroesferas, determinamos la expresión del 

marcador mCherry, exclusivo de las células tumorales epiteliales. En este 

sentido, no observamos diferencias entre las condiciones estudiadas, 

resultados que concuerdan con las inmunofluorescencias, donde la mayor 

parte de la corteza del cultivo tridimensional estaba ocupada por células 

tumorales (Figuras 53 y 54). Si bien podríamos pensar que el cocultivo no 

afecta a la capacidad proliferativa tumoral, hemos de tener en cuenta que el 

número de células tumorales sembradas en las homoesferas fue 10 veces 

mayor que en las heteroesferas. Por tanto, debemos concluir que la presencia 

de CAFs estimula de forma muy significativa el crecimiento de las células 

tumorales, hasta alcanzar niveles similares de expresión mCherry a los 

presentes en las homoesferas HCC4006. De este modo, los CAFs podrían 

estar favoreciendo la integridad de las estructuras tridimensionales (Figura 

51C) (Majety et al., 2015; Melissaridou et al., 2019; Neuwirt et al., 2020). Sin 

embargo, también deberíamos concluir que la represión de NNMT estromal no 

fue suficiente para modificar la capacidad proliferativa de las células tumorales. 
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Figura 55: Expresión de marcadores EMT en los cultivos tridimensionales de 

HCC4006, HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. Las esferas se sembraron 

mediante la técnica hanging drop y tras 4 días de cultivo, se extrajo el ARN, se cuantificó 

y se llevó a cabo la RT-PCR para medir la expresión de los genes NNMT, mCherry, CDH1, 
CDH2, VIM, SNAI1, TWIST1, ZEB1. Las expresiones de dichos genes fueron 

normalizados a la expresión del gen constitutivo ACTB. Los resultados se muestran como 

porcentaje de expresión relativa al control HCC4006. Las gráficas son representativas de 

5 experimentos independientes, donde cada experimento contiene 10 esferas. *p ≤  0,05 

y ** p ≤ 0,01. 

En cuanto a los marcadores EMT propiamente dichos, las heteroesferas 

de HCC4006/CAFshNT con mayor expresión de NNMT presentaron menores 

niveles de CDH1 y un incremento en los niveles de ARNm de varios factores 

de transcripción que regulan el promotor del gen CDH1 y lo reprimen, tales 

como ZEB1, SNAI1 y TWIST1, y también de otros marcadores mesenquimales 

VIM y CDH2. En mayor o menor medida, el cocultivo con CAFshNNMT revirtió 

de manera significativa todas estas diferencias. 
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La EMT se ha relacionado con la adquisición de capacidades migratorias 

e invasivas propias de las células metastásicas (Crosas-Molist et al., 2016; 

Emad et al., 2020; Nieto et al., 2016). Como se ha descrito anteriormente, los 

estudios describen cambios parciales en el programa EMT al cocultivar los 

CAFs junto con células tumorales (Shan et al., 2017). Además del cambio en 

los marcadores mesenquimales, también se han descrito los cambios 

morfológicos en las células tumorales característicos de la activación EMT 

(Xuefeng et al., 2020). Respecto al papel de la NNMT del estroma, nuestros 

resultados están en línea con evidencias publicadas que correlacionan NNMT 

con los marcadores asociados al proceso EMT en modelos experimentales de 

cáncer escamoso de esófago, cutáneo y gástrico, entre otros (Hah et al., 2019; 

Q. Huang et al., 2024; L. Liang et al., 2018). Algunos autores han determinado 

el impacto de la NNMT en la capacidad migratoria e invasiva de las células 

tumorales (Xiao Yu Li et al., 2022). En nuestros resultados, tanto la menor 

expresión de CDH1 como la mayor distancia entre las células tumorales en las 

heteroesferas HCC4006/CAFshNT sugieren que la NNMT del estroma del 

CPNM podría modular la capacidad migratoria e invasiva de las células 

tumorales mediada por la activación de la EMT. Por tanto, la inhibición de la 

NNMT estromal podría bloquear la cascada metastásica y constituir una diana 

terapéutica de gran interés. Sin embargo, serán necesarios más experimentos 

para poder validar esta hipótesis en modelos tridimensionales in vitro e in vivo. 

En definitiva, podemos concluir que el cultivo tridimensional, pese a su 

complejidad técnica y mayor coste, debería ser el modelo de referencia para 

este tipo de estudios. Además, en los cultivos bidimensionales no observamos 

diferencias estadísticamente significativas en la expresión de los marcadores 

EMT (Figura 49) que sí se perciben en el cultivo tridimensional (Figura 55). La 

disposición de las células en las heteroesferas, las interacciones entre ellas o 
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la producción de MEC generarían un entorno fisiopatológico más realista 

(Fontoura et al., 2020). Aún con sus limitaciones (pues no pudimos disgregar 

las estructuras para separar mediante cell sorting los CAFs de las células 

tumorales mCherry positivas), nuestros resultados indican que el cocultivo de 

células de CPNM con los CAFs pulmonares activa el programa EMT y apuntan 

a que el cocultivo tridimensional (y la actividad NNMT estromal) podría afectar 

la respuesta a los ITQs de EGFR, nuestro objetivo en los siguientes apartados.  

5.3. Análisis de la sensibilidad a los ITQs de EGFR en los cultivos 3D 

En una primera aproximación tratamos las homoesferas de células 

HCC4006 y las heteroesferas HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT 

con concentraciones crecientes del ITQ de EGFR osimertinib durante 72 horas 

(Figura 56). También cultivamos homoesferas de CAFs en las mismas 

condiciones para comprobar si efectivamente mostraban una resistencia 

innata al osimertinib. De hecho, los CAFs no presentaron respuesta al ITQ de 

EGFR salvo a concentraciones elevadas, reproduciendo los resultados 

obtenidos en el modelo bidimensional (Figura 48).  

  

Figura 56: Estudio de la viabilidad celular en respuesta al osimertinib de los cultivos 

tridimensionales de HCC4006, CAFs, HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. 
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Ensayo de citotoxicidad donde se incubaron las diferentes condiciones de esferas a 

diferentes concentraciones de osimertinib (0-10 µM) durante 72 horas. La viabilidad 

celular fue determinada por cuantificación de ATP utilizando Cell Titer-Glo. Los resultados 

se expresan en porcentaje con respecto al control. La gráfica es representativa de 5 

experimentos distintos donde cada experimento contiene 5 esferas. 

Como era de esperar, las homoesferas de células HCC4006 fueron 

altamente sensibles al osimertinib (IC50 de 10 nM), mientras que las curvas de 

citotoxicidad de las heterosferas mostraron un claro desplazamiento hacia la 

derecha. Así, las heteroesferas HCC4006/CAFshNT aumentaron la IC50 del ITQ 

hasta aproximadamente 500 nM, pero el incremento en las heterosferas 

HCC4006/CAFshNNMT fue mucho más moderado, rondando 100 nM. Estos 

resultados permiten afirmar que la NNMT de los CAFs juega un papel 

importante en la resistencia a los ITQs de EGFR en los cultivos 

tridimensionales.  

En la Figura 57 profundizamos en este efecto con el ensayo de apoptosis 

con Anexina V-FITC mediante microscopía confocal. Del mismo modo, las 

esferas se sembraron durante 4 días y posteriormente, fueron tratadas con 

osimertinib a 500 nM durante 72 horas. Como era de esperar, las homoesferas 

HCC4006 presentaron una mayor tasa de apoptosis tanto basal como en 

respuesta al osimertinib, porcentajes que disminuyeron en las heterosferas 

HCC4006/CAFshNT y volvieron a aumentar de manera significativa en las 

heterosferas HCC4006/CAFshNNMT (Figuras 57 y 51C).  
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Figura 57: Evaluación de la apoptosis del cultivo tridimensional de HCC4006, 

HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT en respuesta al tratamiento con 

osimertinib. (A) Inmunofluorescencia representativa de la viabilidad celular de las 

esferas tras el tratamiento con osimertinib a 500 nM durante 72 horas mediante análisis 

de apoptosis Anexina V-FITC. Los núcleos se tiñeron con Hoechst-33342 (en azul), las 

células HCC4006 mCherry (en rojo), apoptosis (en verde). Las imágenes fueron tomadas 

a 20x mediante microscopía confocal. (B) Representación del porcentaje de apoptosis 

respecto al total de células en cada esfera. Para cada condición se estudiaron entre 7 y 

14 esferas de experimentos diferentes. ** p ≤ 0,01. 
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En resumen, el cocultivo de las células de CPNM con los CAFs 

pulmonares aumenta la resistencia al tratamiento con osimertinib, que revierte 

parcialmente al disminuir la NNMT estromal. Numerosos autores han estudiado 

el efecto del cultivo tridimensional sobre la resistencia a terapias antitumorales 

(Fontoura et al., 2020; Melissaridou et al., 2019). Imamura et al. estudiaron 

cómo la densidad de las esferas de carcinoma mamario condicionaba la 

resistencia al tratamiento con paclitaxel y doxorrubicina en comparación con 

los cultivos tridimensionales más laxos o con el modelo bidimensional. De este 

modo, las esferas de mayor densidad mostraban un menor grado de apoptosis 

y mayor proliferación, así como centros hipóxicos (Imamura et al., 2015). En 

línea con estas evidencias, la conocida capacidad de deposición de 

componentes de la MEC y grado de compactación en los CAFs podría explicar, 

al menos en parte, el aumento de la resistencia a osimertinib por una cuestión 

física. No obstante, se requerirían ensayos específicos para comprobar si la 

mayor sensibilidad obtenida al inhibir la NNMT de los CAFs se encuentra 

condiciona por la densidad de las esferas. 

Dados nuestros resultados anteriores, donde demostramos que la 

represión de NNMT estromal revierte parcialmente el fenotipo EMT en las 

células tumorales, nos planteamos resolver si este efecto se debe a las 

interacciones directas entre las células, a la comunicación paracrina mediada 

por factores solubles de presentes los medios de cultivo, o más bien, a una 

combinación de ambos mecanismos.  
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5.3.1 Papel de los factores solubles liberados por los CAFs en la 

resistencia a los ITQs de EGFR 

El estudio de H. Hu y colaboradores es especialmente relevante para 

este trabajo de investigación. Utilizando cocultivos, concluyeron que la eficacia 

de los ITQs de EGFR en el CPNM depende de la heterogeneidad fenotípica de 

los CAFs (H. Hu et al., 2021). También demostraron que aquellos CAFs 

capaces de inducir resistencia a los ITQs lo hacen, en mayor o menor medida, 

a través de un mecanismo basado en la secreción de factores solubles. Es un 

hecho reconocido en multitud de trabajos de investigación que el medio de 

cultivo procedente de los CAFs (también conocido medio condicionado), 

contiene factores de crecimiento, citoquinas, y hormonas que pueden 

promover la proliferación, supervivencia o diferenciación de otros tipos 

celulares, además de proporcionar un entorno más cercano a las condiciones 

fisiopatológicas (Ham et al., 2019; H. Hu et al., 2021; Remsing Rix et al., 2022; 

Strating et al., 2023).  

Teniendo en cuenta estas evidencias, decidimos comprobar el efecto 

sobre la respuesta al ITQ de EGFR osimertinib de los medios condicionados 

procedentes de las heterosferas. Para ello, se trataron las homoesferas 

HCC4006 con medios condicionados obtenidos previamente de los cultivos de 

heteroesferas HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. En la Figura 58 

se observa cómo el tratamiento de las homoesferas con el ITQ a 10 nM redujo 

la viabilidad a un 49%. Cuando se incubaron en presencia del medio 

procedente de las heteroesferas HCC4006/CAFshNT aumentó la viabilidad 

hasta el 64%. Sin embargo, el medio condicionado de las heterosferas 

HCC4006/CAFshNNMT no disminuyó la sensibilidad al osimertinib. Estos 

resultados indican que la NNMT de los CAFs es capaz de modificar el 

secretoma del cocultivo, lo que provoca en última instancia un aumento en la 
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resistencia al tratamiento de osimertinib en las homoesferas de células 

tumorales.  

 

Figura 58: Viabilidad celular en respuesta al osimertinib en homoesferas de 

HCC4006 tratadas con medios condicionados (MC). Tras la formación de las esferas, 

estas se incubaron con MC procedente de heteroesferas HCC4006/CAFshNT y 

HCC4006/CAFshNNMT junto con osimertinib 10 nM durante 72 horas. La viabilidad 

celular fue determinada por cuantificación de ATP utilizando Cell Titer-Glo. Los resultados 

se expresan en porcentaje con respecto a su respectivo control. La gráfica es 

representativa de 4 experimentos independientes, donde cada experimento contiene 5 

esferas. ** p ≤ 0,05 y ** p ≤ 0,01.  

En definitiva, estas evidencias, junto con las que se desprenden de la 

Figura 56, indican que una parte significativa de la resistencia al osimertinib se 

encuentra regulada por las comunicaciones paracrinas entre las células 

tumorales y los CAFs shNT. Sin embargo, el porcentaje de viabilidad alcanzado 

en los medios condicionados de las heteroesferas HCC4006/CAFshNT fue 

inferior a los valores obtenidos en la curva de citotoxicidad (Figurar 56). Esto 

sugiere que, además de las señales paracrinas, el contacto físico directo entre 

las células podría también desempeñar un papel importante en la inducción de 

la resistencia a los ITQs de EGFR (Glentis et al., 2017; H. Hu et al., 2021; Santi 

et al., 2018). 

HC
C4

00
6 

H
C
C
40

06
 +
 M

C
 (H

C
C
40

06
 +
 C

A
F s

hN
T)

H
C
C
40

06
 +
 M

C
 (H

C
C
40

06
 +
 C

A
F s

hN
N
MT

)

H
C
C
40

06
 +
 M

C
 (H

C
C
40

06
 +
 C

A
F s

hN
N
MT

)

H
C
C
40

06
 +
 M

C
 (H

C
C
40

06
 +
 C

A
F s

hN
T)

H
C
C
40

06
 +
 M

C
 (H

C
C
40

06
 +
 C

A
F s

hN
N
MT

)
0

20

40

60

80

100

120

140

V
ia

b
il
id

a
d

 (
%

v
s
. 
c
o

n
tr

o
l)

** *
HCC4006 

HCC4006 + MC (HCC4006/CAFshNT)

HCC4006 + MC (HCC4006/CAFshNNMT)

Osimertinib 
(10 nM)

-  -  - + +  +

*



RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

 191 

5.3.2. Secreción de TGFB1 en los cultivos tridimensionales 

Como se ha descrito en numerosas ocasiones, el TGFB1 es una 

citoquina soluble conocida por ser uno de los principales inductores de la EMT, 

además de constituir un potente promotor de la resistencia a terapias dirigidas 

(Rafehi et al., 2016; Singh & Settleman, 2010). Además, se ha demostrado que 

el bloqueo del TGFB1 con el inhibidor de TGFBR SB-431542 durante la 

adquisición de resistencia al gefitinib en HCC4006 evita la activación del 

fenotipo EMT en células tumorales (Soucheray et al., 2015). En línea con estas 

observaciones y los resultados obtenidos en nuestro modelo relativos al 

fenotipo EMT, así como la adquisición de resistencia a osimertinib al cocultivar 

con los CAFs shNT, se analizaron los niveles de secreción del TGFB1 en las 

heterosferas.  

En la Figura 59, observamos cómo, a diferencia del modelo 

bidimensional, la represión de la NNMT en los CAFs de CPNM condujo a una 

disminución marcada de este factor de crecimiento, alcanzando niveles 

similares a los secretados por las homoesferas HCC4006. Dado que las 

homoesferas de CAFs shNT secretan más TGFB1 que los CAFs shNNMT y que 

los niveles están en el mismo rango que los que encontramos en las 

heterosferas, estos resultados podrían indicar que el TGFB1 de los cocultivos 

procede principalmente de los CAFs.  

 



 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 192 

 

Figura 59: Niveles de secreción de TGFB1 en las esferas de HCC4006, 

HCC4006/CAFshNT, HCC4006/CAFshNNMT, CAFs shNT y CAFs shNNMT. Los 

resultados se normalizaron respecto a la cantidad de proteína de cada condición. Gráfica 

representativa de 3 experimentos independientes. *p ≤  0,05 y ** p ≤ 0,01 respecto al 

control HCC4006. 

Para estudiar si la adquisición de la resistencia a los ITQs de EGFR en 

nuestro modelo se debía al TGFB1, analizamos la viabilidad celular de las 

heteroesferas tras el tratamiento con osimertinib (500nM) y TGFB1 (0,3 ng/ml), 

la concentración diferencial entre las heteroesferas HCC4006/CAFshNT y 

HCC4006/CAFshNNMT (Figura 60). Aunque ya hemos incidido varias veces 

en el importante papel del TGFB1 en la resistencia adquirida a ITQs de EGFR 

(Jakobsen et al., 2016; C. Wang et al., 2019; M. Zhang et al., 2021), la 

resistencia mediada por la actividad NNMT estromal no parece depender del 

este, dado que no encontramos diferencias significativas al comparar la 

viabilidad de las heterosferas HCC4006/CAFshNNMT tratadas con osimertinib 

con las que además fueron incubadas con la citoquina. Para descartar 

totalmente su participación, las esferas se cultivaron a una concentración 

superior de TGFB1 (5 ng/ml) sin observar diferencias (resultados no 

mostrados). Por tanto, a pesar de las diferencias de secreción entre las 

heteroesferas con CAFs shNT versus CAFs shNNMT, podríamos afirmar que 

el TGFB1 no es suficiente para inducir la resistencia adquirida a ITQs en 

nuestro modelo.  
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Figura 60: Viabilidad celular en respuesta al osimertinib y al TGFB1 en las 

heteroesferas de HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. Ensayo de 

citotoxicidad donde se incubaron las diferentes de esferas con osimertinib (500 nM) y 

TGFB1 (0,3 ng/ml) durante 72 horas. La viabilidad celular fue determinada por 

cuantificación de ATP utilizando Cell Titer-Glo. Los resultados se expresan en porcentaje 

con respecto al control. Los datos son representativos de 6 experimentos distintos, donde 

cada experimento contiene 5 esferas. *p ≤  0,05 ** p ≤ 0,01. 

5.3.3. Identificación de otros factores solubles liberados por los CAFs 

implicados en la resistencia a ITQs de EGFR 

Tal y como mencionamos en la sección anterior, algunos autores han 

analizado el secretoma de los CAFs de CPNM con el fin de elucidar la 

comunicación que establecen con las células tumorales para condicionar la 

respuesta de estas a los ITQs de EGFR (H. Hu et al., 2021). Siguiendo una 

estrategia similar, analizamos los niveles de 41 citoquinas y factores de 

crecimiento mediante un array de anticuerpos en los medios condicionados de 

las heteroesferas de HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT (Figura 

61).  
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Figura 61: Análisis de los niveles de 41 citoquinas y factores de crecimiento en los 

medios condicionados de las heteroesferas HCC4006/CAFshNT y 

HCC4006/CAFshNNMT. Se analizaron los medios de cultivo en el que se formaron las 

esferas tras 4 días mediante un array de anticuerpos. (A) Imágenes de los arrays de 

anticuerpos revelados mediante quimioluminiscencia. (B) Densitometría de cada una de 

las parejas de dots normalizados al control positivo. 

Tras la cuantificación del array de anticuerpos, encontramos algunas 

proteínas que disminuían significativamente su concentración en los medios 

condicionados de las heterosferas HCC4006/CAFshNNMT, siendo el factor de 

crecimiento de los hepatocitos (HGF) el cambio más notable (3 veces menos 

comparado con el medio condicionado de HCC4006/CAFshNT), seguido de 
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otros más sutiles que afectaban a PDGF-AA, VEGF y FGF7. En estas 

condiciones experimentales, también detectamos y confirmamos una discreta 

disminución de los niveles de TGFB1 en el medio condicionado de las 

heteroesferas HCC4006/CAFshNNMT, un factor que, como se ha comentado 

anteriormente, no explica la resensibilización parcial al osimertinib que 

observamos al cocultivar las células tumorales con CAFs con la NNMT 

reprimida (Figura 60). 

Estos resultados señalan al HGF, ligando del oncogén MET, como un 

potencial mediador soluble de la resistencia al osimertinib inducida por los 

CAFs de CPNM de manera NNMT-dependiente y, por tanto, podrían 

complementar las evidencias aportadas por H. Hu y colaboradores (H. Hu et 

al., 2021). El HGF fue originalmente descrito en el suero de rata como un 

potente agente mitógeno para los hepatocitos (Nakamura et al., 1984). Entre 

sus múltiples funciones biológicas podemos subrayar las de inductor de la 

proliferación celular y la protección frente a la apoptosis (Nakamura & Mizuno, 

2010). Además, la activación del eje HGF/MET está asociada a una serie de 

procesos protumorales como la angiogénesis, la migración, invasión y 

metástasis, y en definitiva la progresión tumoral (Furlan et al., 2014). Como 

describimos en la Introducción, la oncoproteína MET puede activarse por 

diversos mecanismos, incluyendo la mencionada unión con su ligando HGF, la 

amplificación del gen MET y la transactivación por otros receptores de factores 

de crecimiento, como EGFR (Guo et al., 2008). En el CPNM, la sobreexpresión 

de MET y los altos niveles de HGF se han asociado con un mal pronóstico 

(Finocchiaro et al., 2015; Gelsomino et al., 2014; Gumustekin et al., 2012). 

Además, MET también se encuentra implicado en los procesos de 

remodelación tisular y desdiferenciación dirigidos por la EMT (Rastogi et al., 

2016). Concretamente, la unión de HGF al receptor MET favorece su 
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dimerización, autofosforilación, reclutamiento de efectores y activación de 

múltiples vías de señalización como PI3K-AKT y MAPKs. Asimismo, Engelman 

y sus colaboradores determinaron que el EGFR está vinculado a la señalización 

de PI3K/AKT a través de ERBB3 en el CPNM (Engelman et al., 2005) y que la 

amplificación de MET dirige la resistencia adquirida al ITQ de EGFR de 1ª 

generación gefitinib mediante la unión y activación de ERBB3, de modo que se 

produce una activación independiente de EGFR a pesar de la inhibición de 

EGFR con el ITQ (Engelman et al., 2007). En otros estudios se ha determinado 

el papel de HGF en la inducción a la resistencia a gefitinib sin la participación 

de ERBB3 (Yano et al., 2008). Dada su importancia, se han explorado varios 

enfoques para inhibir el eje HGF/MET como son los anticuerpos neutralizantes 

de MET, los antagonistas de HGF y los ITQs de MET, como el crizotinib (Cui, 

2014). Sin embargo, se ha observado que los ITQ no logran inhibir 

completamente la señalización HGF/MET debido a la aparición de resistencias 

(Y. Han et al., 2024; Hughes & Siemann, 2018). Con todo, los ITQs de MET en 

combinación con los ITQs de EGFR han proporcionado un enfoque terapéutico 

eficaz para los CPNM con resistencia adquirida a los ITQs de EGFR mediada 

por la amplificación de MET (Engelman et al., 2007; Yano et al., 2008). 

En el contexto del cáncer, el HGF es producido tanto por las células 

tumorales como por las células estromales (Deying et al., 2017). En los 

cánceres de ovario o mama, se ha demostrado que los CAFs pueden proteger 

a las células tumorales al activar el eje HGF/MET (Deying et al., 2017; Mueller 

et al., 2012). En algunos casos de CPNM, la resistencia a los ITQs de EGFR 

puede ser consecuencia de la activación autocrina y/o paracrina que potencia 

el efecto protumoral de la oncoproteína MET. Así, en el trabajo anteriormente 

mencionado, H. Hu y colaboradores demostraron que la inhibición 

farmacológica de MET era capaz de revertir la resistencia al osimertinib 
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inducida por algunos subtipos de CAFs (H. Hu et al., 2021). En conjunto, 

nuestros resultados corroboran estas observaciones, aunque dada su gran 

heterogeneidad los CAFs de CPNM podrían mediar dicha resistencia a través 

de otras citoquinas y factores de crecimiento. Siguiendo esta línea argumental, 

el factor de crecimiento de los fibroblastos FGF7 y la activación de su receptor 

FGFR también fue descrito por H. Hu y colaboradores como otra vía de 

señalización alternativa activable por otro subtipo de CAFs de CPNM que 

contribuye a la resistencia al osimertinib (H. Hu et al., 2021). Otros autores han 

estudiado cómo diferentes isoformas del PDGF son importantes en la 

progresión tumoral y la resistencia a los tratamientos antitumorales (Pandey et 

al., 2023). De hecho, la activación de la EMT provoca un aumento en los niveles 

de PDGFR tumoral, el cual también expresan los CAFs, y la hipersecreción de 

PDGFs estimula el reclutamiento de los fibroblastos en el CPNM (Tejada et al., 

2006). Por otro lado, tal y como se explica en la Introducción, la angiogénesis 

es uno de los sellos distintivos del cáncer, cuyo principal mediador es la unión 

de VEGF a sus receptores para estimular la proliferación y migración de células 

endoteliales y formar nuevos capilares, así como para estimular el crecimiento 

tumoral (Y. Zhao & Adjei, 2015). Con todo, nuestros resultados también 

sugieren que proteínas como FGF7, PDGFs o VEGFs se acumulan en los 

medios condicionados de las heteroesferas HCC4006/CAFs de una manera 

NNMT-dependiente y también podrían contribuir a la resistencia a los ITQs de 

EGFR.  

A continuación, validamos los resultados preliminares del array de 

anticuerpos mediante un ensayo de ELISA cuantitativo específico para el HGF. 

En la Figura 62 podemos observar que sus niveles fueron casi indetectables en 

el medio de cultivo de las homoesferas de HCC4006 y relativamente altos tanto 

en el de las homoesferas de CAFs shNT como el de las CAFs shNNMT. Sin 
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embargo, la concentración de HGF en el medio de cultivo de las heteroesferas 

HCC4006/CAFshNT aumentó casi 10 veces con respecto al de las 

homoesferas y, lo que es más importante, disminuyó de manera 

estadísticamente significativa en el de las heteroesferas 

HCC4006/CAFshNNMT. Por tanto, estos resultados confirman que la actividad 

NNMT de los CAFs modula la secreción de HGF en el MAT del CPNM, 

determinando así la sensibilidad a los ITQs de EGFR. 

  

Figura 62: Concentraciones de HGF en los medios de cultivo tridimensionales de 

HCC4006, CAFs shNT, CAFs shNNMT, HCC4006/CAFshNT y HCC4006/CAFshNNMT. 

Se recogió el medio de cultivo en el que se formaron las esferas durante 4 días y se 

cuantificaron los niveles de secreción de HGF mediante ELISA. Resultados 

representativos de 4 réplicas del mismo experimento. ** p ≤ 0,01. 

Como ya describimos en la Introducción, la respuesta a la pregunta de 

cómo NNMT dirige la reprogramación epigenética que subyace en los múltiples 

cambios fenotípicos asociados al aumento de su actividad, gira alrededor de la 

compleja relación entre el metabolismo y los mecanismos de remodelación de 

la cromatina que controlan la transcripción génica. Distintas evidencias 

experimentales señalan que en las células tumorales (y también en los CAFs) 

de diferentes tipos de cáncer (que no el CPNM) la sobreactivación de NNMT 

consume el dador de metilos SAM y limita los niveles de NAD+, impactando así 
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en múltiples actividades enzimáticas remodeladoras de la cromatina que 

utilizan estos cofactores metabólicos, como por ejemplo las histona 

metiltransferasas y las histona desacetilasas, entre otras (Y. Gao et al., 2021; 

Haws et al., 2020; Kaelin & McKnight, 2013; C. Lu & Thompson, 2012; Song 

et al., 2020). Por tanto, resulta plausible considerar que, en nuestro modelo 

experimental, la actividad NNMT estromal podría activar de alguna manera la 

maquinaria epigenética que regula la expresión del gen HGF y, por extensión, 

la de los programas transcripcionales FMT e EMT. Además, conocemos en 

detalle cómo se regula la actividad del promotor del gen HGF en condiciones 

fisiológicas y patológicas, siendo los factores de transcripción NF-kB, CREB, 

AP2, PPARγ, ácido retinoico, MYC/MAX, entre otros, importantes reguladores 

positivos de su transcripción y, por tanto, hipotéticos intermediarios (junto a 

otros reguladores epigenéticos) entre NNMT, los cambios metabólicos que 

provoca su sobreactivación y la regulación de la expresión de genes concretos 

(J. G. Jiang et al., 2000; Xin Yu Li et al., 2011; Raj et al., 2022; Yin et al., 2014). 

Por otro lado, existe otro marco hipotético que podría explicar por qué la 

actividad de una enzima metabólica como NNMT regula los niveles de HGF. 

Numerosas evidencias resaltan la importancia de la glucólisis en la progresión 

tumoral y la resistencia a los tratamientos (Majem et al., 2020; Morandi & 

Indraccolo, 2017). En modelos experimentales de cáncer hepático, HGF 

promueve el efecto Warburg, una adaptación del metabolismo energético 

tumoral que favorece la glucólisis sobre la fosforilación oxidativa, aumentando 

la producción de lactato (X. Huang et al., 2019). En modelos de CPNM dirigidos 

por EGFR o MET, más cercanos a nuestro escenario experimental, el 

tratamiento prolongado con ITQs de estos receptores también incrementa la 

glucólisis (Apicella et al., 2018). En este estudio, los autores demuestran que 

el lactato secretado por las células tumorales induce la expresión de HGF en 
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los CAFs de manera NF-kB-dependiente, lo que a su vez potenciaría la 

señalización a través de MET en las células tumorales y, en consecuencia, el 

desarrollo de la resistencia a los ITQs. Por otra parte, NNMT promueve el efecto 

Warburg y la progresión del colangiocarcinoma, un tipo de cáncer de las vías 

biliares (S. Lu et al., 2022). En otros trabajos se ha descrito un aumento de la 

glucólisis en las células de CPNM con resistencia adquirida a ITQs de EGFR 

mediado por la desacetilación por parte de la histona deacetilasa SIRT1 de la 

oncoproteína MYC, de una manera NNMT dependiente (Suzuki et al., 2018; Y. 

Wang et al., 2019). Teniendo en cuenta todas estas evidencias experimentales, 

sería muy interesante comprobar si nuestros CAFs de CPNM con elevada 

actividad NNMT también modifican el metabolismo del MAT (tal vez 

promoviendo el efecto Warburg) contribuyendo a la resistencia a los ITQs de 

EGFR a través de un bucle de retroalimentación positiva lactato/HGF/MET y, 

además, generando un entorno pro-EMT que a su vez potencia la capacidad 

de invasión y metástasis, y en definitiva la progresión del CPNM (Hah et al., 

2019; F. Liu et al., 2017; T. Qin et al., 2022). No obstante, serán necesarios 

más experimentos in vitro e in vivo para validar estas hipótesis.  

Por último, es importante que insistamos en la enorme heterogeneidad 

funcional de los CAFs de CPNM (ver Introducción). En el contexto de la 

resistencia a los ITQs de EGFR, H. Hu y colaboradores clasificaron a los CAFs 

en al menos tres subtipos según su impacto en la sensibilidad a los ITQs de 

EGFR y el mecanismo de acción: un subtipo de CAFs, que inducen resistencia 

a través de HGF/MET, otro que lo hace a través de FGF7/FGFR y un tercer 

subtipo que no contribuye (H. Hu et al., 2021). A estos subtipos habría que 

añadir aquellas subpoblaciones recientemente caracterizadas mediante 

scRNA-seq (Cords et al., 2023; Elyada et al., 2019; Lambrechts et al., 2018; 

Öhlund et al., 2017), e introducir nuevas evidencias como las descritas en este 
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trabajo de investigación. Además, en el estudio de Hu et al. se demostró que 6 

CAFs procedentes de pacientes de CPNM dirigidos por mutaciones 

activadores en EGFR de un total de 22 pacientes estudiados, pertenecían al 

primer subtipo, es decir, aquellos que inducían resistencia a través de 

MET/HGF. Por tanto, podríamos hipotetizar que aproximadamente un 16%  de 

los pacientes de CPNM que adquieren resistencia a los ITQs de EGFR de 3ª 

generación (descartando aquellos que lo hagan por mecanismos genéticos 

como la mutación EGFRC797S) podrían beneficiarse de una estrategia 

terapéutica basada en la modulación del eje NNMT/HGF/MET. En definitiva, el 

estudio detallado de la heterogeneidad y las interacciones que se producen en 

el MAT emerge como una nueva herramienta para prevenir o revertir la 

adquisición de resistencia a las terapias dirigidas contra EGFR en el CPNM. 
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- En los CAFs aislados de biopsias quirúrgicas de CPNM, la proliferación 

y migración in vitro es menor que la de los fibroblastos del tejido normal 

adyacente.  

- La capacidad contráctil y la secreción de componentes de la MEC como 

el colágeno, junto a la hipersecreción del factor pro-EMT y pro-FMT 

TGFB1 son característicos de un fenotipo similar al del miofibroblasto.  

- La expresión de NNMT en los CAFs, correlaciona parcialmente con la de 

marcadores fibróticos (α-SMA, FAP, FN1) y mesenquimales (SNAI1). 

- α-SMA y NNMT tienden a coexpresan en los CAFs tanto a nivel basal 

como en respuesta al TGFB1. 

- La represión de NNMT en los CAFs de CPNM disminuye la expresión de 

marcadores fibróticos como α-SMA y en menor medida FAP o FN1, así 

como marcadores mesenquimales como VIM, TWIST1 y ZEB1. Además, 

aumenta la proliferación y migración celulares, y disminuye su capacidad 

contráctil y secretora de TGFB1. 

- El análisis inmunohistoquímico de las biopsias de CPNM muestra una 

elevada coexpresión entre α-SMA y NNMT, y una correlación positiva 

entre NNMT y el volumen de tumor ocupado por el estroma. 

- El volumen de tumor ocupado por estroma y los niveles elevados de 

NNMT correlacionan con un peor pronóstico en los pacientes de CPNM. 

Estos resultados sugieren que la NNMT podría utilizarse como un 

biomarcador capaz de predecir la evolución clínica estos CPNM. 

- El modelo tridimensional de esferas mimetiza con mayor fidelidad el MAT 

a diferencia del modelo bidimensional. La expresión de NNMT en los 

CAFs contribuye a una mayor estabilidad estructural y viabilidad de las 

células tumorales.  
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- La NNMT de los CAFs activa el proceso EMT al reprimir la CDH1 tumoral 

y aumentar los marcadores mesenquimales (CDH2, VIM) y factores de 

transcripción pro-EMT (SNAI1, TWIST1, ZEB1) en las esferas.  

- La NNMT de los CAFs disminuye la sensibilidad de las células tumorales 

EGFR mutantes al ITQ de EGFR osimertinib.  

- Aunque las esferas con NNMT elevada en los CAFs presenta mayores 

niveles de secreción de TGFB1, no parece un factor suficiente para 

inducir la resistencia al ITQ de EGFR. 

- Los medios condicionados procedentes de las heteroesferas con NNMT 

elevada en los CAFs aumenta parcialmente la resistencia al osimertinib.  

- El análisis de los medios condicionados mediante arrays de anticuerpos 

identificó al factor de crecimiento HGF como un importante mediador de 

la resistencia a los ITQs de EGFR dependiente de la actividad NNMT de 

los CAFs de CPNM con fenotipo miofibroblasto. 

- La modulación farmacológica del eje NNMT/HGF/MET en el MAT 

emerge como una nueva estrategia terapéutica para prevenir la 

adquisición de resistencia a los ITQs de EGFR en los casos de CPNM 

dirigidos por mutaciones en EGFR.
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Figura S 1: Análisis inmunohistoquímico de Hematoxilina/Eosina, Tricrómico de 

Masson y tinciones de α-SMA y NNMT en cortes pulmonares procedentes de 27 

pacientes con CPNM. Tras el montaje y desparafinado de las biopsias pulmonares de 

pacientes con CPNM, se hicieron tinciones de Hematoxilina (morado=núcleos celulares; 

rosa=citoplasma), Tricrómico (azul=fibras de colágeno, morado=núcleo celular, rojo= 

estructuras oxidadas y citoplasma), α-SMA (marrón=fibras de α-SMA) y NNMT 

(marrón=proteína NNMT en citoplasma y núcleos) (20x). 


