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ABSTRACT 
 
Cancer is the second most common cause of death in developed countries. Since only 

10% of cancer deaths are caused by the primary tumour, the therapeutic challenge is the 

metastatic or secondary tumours, which are generated by the spread of cancer cells 

initiated by the loss of the adhesion molecules that hold the tumour within the original 

tissue. The lack of a universal and really effective treatment is due to the great 

heterogeneity of the pathology, verifiable not only between different types of tumours 

or between different patients with the same tumour type (inter-tumour heterogeneity), 

but also by the different cell subpopulations that inhabit the tumoral mass (intra-tumour 

heterogeneity). In fact, the subpopulation of cells with stem cell-like features, called 

cancer-stem cells (CSCs), found in most solid tumours, have been shown to lead to 

tumour initiation, progression and metastasis. Subsequently, therapies targeting CSCs 

are necessary in order to reduce tumour recurrence and spread. 

Three main tumour development models have been described, the Stochastic model, the 

Hierarchic model and the Dynamic model. Nevertheless, neither of them manages to 

successfully explain the changing biology of the tumour and the interaction of the 

cellular and non-cellular components of the tumour microenvironment (TME). Here, to 

accurately explain tumour progression, we propose a crosstalk between chronic 

inflammation, deaminases dysregulation, intratumor genetic heterogeneity and cancer 

phenotypic plasticity. The new tumour development model proposed in this study does 

not contradict previously accepted tumour development versions, but unifies them in a 

unique model which may open up a window to interesting therapeutic approaches. In 

this thesis, we also reinforce the idea of the key role played by the TME in the promotion 

of drug resistance, the support of tumour progression, invasiveness, metastasis, and even 

the maintenance of a cancer stem-like phenotype. As a matter of fact, to improve the 

clinical management of cancer, it is crucial to understand and learn how to interpret the 

close interaction between TME and metastasis. In regards to this, we have reviewed 

TME formation, presenting it as a reflection of the tumour’s own organization during 

the different stages of its progression. Interestingly, functionally distinct groups of 
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stromal cells, like cancer-associated fibroblasts (CAFs) or tumour-associated 

macrophages (TAMs), seem to have specific spatial distributions within the TME that 

change as the tumour evolves, which correlates with the fact that CSCs are located in the 

edges of solid tumour masses in advanced tumours. Moreover, the molecular basis of 

metastatic spread is also broached, with special emphasis on the site-specific pre-

metastatic niche formation as another reflection of the primary tumour molecular 

signature.  

Previous studies have shown the efficacy of Proteolytic enzymes in cancer therapy. Here, 

we present “PRP”, a combination of two pancreatic (pro)enzymes: Trypsinogen and 

Chymotrypsinogen A. We tested the effects of PRP on CSCs derived from the human 

pancreatic cancer cell line BxPC-3 both in vitro and in vivo. Interestingly, exposure of 

pancreatic CSCs spheres to PRP resulted in a significant decrease of ALDH and specific 

pancreatic CSC markers (CD326, CD44 and CxCR4) signal tested by flow cytometry. 

Furthermore, CSCs markers expression was also analysed by western blot and 

immunofluorescence assays. PRP also inhibits primary and secondary sphere formation. 

Moreover, three RT2 Profiler PCR Arrays were used to study gene expression regulation 

after PRP treatment and resulted in: (i) epithelial-mesenchymal transition (EMT) 

inhibition; (ii) CSCs related genes suppression; (iii) enhanced expression of tumour 

suppressor genes; (iv) downregulation of migration and metastasis genes and (v) 

regulation of the MAP Kinase Signalling Pathway. In addition, we observed that PRP 

promotes the inhibition of several CSC-related pathways like WNT/β-catenin, 

Hippo/YAP, Notch and TGFβ. Briefly, our findings demonstrate that PRP treatment 

induces the up-regulation of RAC1b isoform which prevents the hyper-activation of the 

TGFβ pathway (both the canonical axis through downregulation of phospho-SMAD2/3 

and non-canonical axis through the reduction of phospho-p38). Such events may lead to 

the phosphorylation of YAP and subsequent inhibition of Hippo/YAP signalling, which 

could also explain the blockage of the canonical WNT/β-Catenin pathway (shown by the 

mainly cytoplasmic location of β-Catenin) and the inhibition of the Notch signalling. 

Therefore, the modulation of TGFβ, Hippo, WNT and Notch pathways could explain the 

disruption of the CSC phenotype and the EMT process found in treated cells. Finally, 
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we reported that PRP impaired engrafting of pancreatic CSC’s tumours in nude mice and 

displayed an antigrowth effect toward initiated xenografts, making (pro)enzymes 

treatment a valuable strategy to reduce CSCs population for pancreatic cancer therapy. 

As cancer treatment moves towards more personalised medicine, proper therapies to 

specifically target and treat CSCs may prove to be vital in reducing recurrence after drug 

treatment failures. 
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RESUMEN 
 

El cáncer es la segunda causa más común de muerte en los países desarrollados. Dado 

que el tumor primario causa sólo el 10% de las muertes por cáncer, el desafío a nivel 

terapéutico reside en el tratamiento de los tumores metastásicos o secundarios, que se 

generan por la diseminación de las células cancerosas que pierden las moléculas de 

adhesión que las mantienen dentro del tejido original. La falta de un tratamiento 

universal y realmente eficaz se debe a la gran heterogeneidad de la patología, 

comprobable no sólo entre diferentes tipos de tumores o entre diferentes pacientes con 

el mismo tipo de tumor (heterogeneidad inter-tumoral), sino también por las diferentes 

subpoblaciones celulares que habitan la masa tumoral (heterogeneidad intra-tumoral). 

De hecho, se ha demostrado que una subpoblación de células con fenotipo troncal, 

denominadas células madre cancerígenas (CSCs), lidera la iniciación, progresión y 

metástasis del tumor. Por ende, las terapias dirigidas a las CSC son necesarias para 

reducir la diseminación, la recurrencia del tumor y la mortalidad. 

Actualmente, se han descrito tres modelos principales de desarrollo tumoral, el modelo 

estocástico, el modelo jerárquico y el modelo dinámico. Sin embargo, ninguno de ellos 

logra explicar con éxito la biología cambiante del tumor y la interacción de los 

componentes celulares y no celulares del microambiente tumoral (TME). En la presente 

tesis, para explicar con precisión la progresión del tumor, proponemos una integración 

de la inflamación crónica, la desregulación de las deaminasas, la heterogeneidad genética 

intra-tumoral y la plasticidad fenotípica del cáncer. El nuevo modelo de desarrollo 

tumoral propuesto en este estudio no contradice las versiones de desarrollo tumoral 

previamente aceptadas, sino que las unifica en un modelo único que puede abrir una 

ventana a enfoques terapéuticos interesantes. En esta tesis, también destacamos el papel 

clave que juega el TME en la promoción de la resistencia tumoral a fármacos, el apoyo 

a la progresión tumoral, a su capacidad invasiva, a la metástasis e incluso al 

mantenimiento de un fenotipo troncal. De hecho, para mejorar el manejo clínico del 

cáncer, es crucial comprender y aprender a interpretar la estrecha interacción entre el 

TME y la metástasis. En este sentido, hemos revisado los aspectos clave de la formación 
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del TME, presentándolo como un reflejo de la propia organización del tumor durante las 

diferentes etapas de su progresión. Curiosamente, los grupos funcionalmente distintos 

de células estromales, como los fibroblastos asociados al cáncer (CAFs) o los 

macrófagos asociados al tumor (TAMs), parecen tener distribuciones espaciales 

específicas dentro del TME que cambian a medida que evoluciona el tumor, lo que se 

correlaciona con el hecho de que las CSCs se localizan principalmente en los bordes de 

masas tumorales sólidas en tumores avanzados. Además, también se aborda la base 

molecular de la diseminación metastásica, con especial énfasis en la formación del nicho 

pre-metastásico en sitios específicos (como otro reflejo de la firma molecular del tumor 

primario). 

Estudios previos han demostrado la eficacia de las enzimas proteolíticas como terapia 

contra el cáncer. En el presente trabajo, presentamos "PRP", una combinación de dos 

(pro)enzimas pancreáticas: tripsinógeno y quimotripsinógeno A. Se analizan los efectos 

de PRP en las CSCs derivadas de la línea celular de cáncer pancreático humano BxPC-

3 tanto in vitro como in vivo. Curiosamente, la exposición de las esferas de CSCs 

pancreáticas al PRP resultó en una disminución significativa de la enzima aldehído 

deshidrogenasa 1 (ALDH1) y de los marcadores específicos de CSCs pancreáticas 

(CD326, CD44 y CxCR4) analizados mediante citometría de flujo, Western Blotting y 

ensayos de inmunofluorescencia. PRP también inhibió la formación de esferas primarias 

y secundarias de CSCs. Además, se utilizaron tres matrices de qPCR para estudiar la 

regulación de la expresión génica tras del tratamiento con PRP y dieron como resultado: 

(i) inhibición de la transición epitelial-mesenquimal (EMT); (ii) supresión de genes 

relacionados con el fenotipo de CSC; (iii) expresión potenciada de genes supresores de 

tumores; (iv) regulación a la baja de genes de migración y metástasis y (v) regulación de 

la vía de señalización de la MAP quinasas. Además, observamos que el PRP promueve 

la inhibición de varias vías relacionadas con las CSCs como WNT/β-catenina, 

Hippo/YAP, Notch y TGFβ. Brevemente, nuestros hallazgos demuestran que el 

tratamiento con PRP induce la regulación al alza de la isoforma RAC1b, lo que evita la 

hiperactivación de la vía TGFβ (tanto el eje canónico a través de la regulación a la baja 

de fosfo-SMAD2/3 como el eje no canónico a través de la reducción de fosfo-p38). 
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Dichos eventos podrían conducir a la fosforilación de YAP y la posterior inhibición de 

la señalización de Hippo/YAP, lo que también podría explicar el bloqueo de la vía 

canónica de WNT/β-catenina (mostrado por la ubicación principalmente citoplasmática 

de β-catenina) y la inhibición de la Señalización de la vía Notch. Por lo tanto, la 

modulación de las vías TGFβ, Hippo, WNT y Notch podría explicar el deterioro tanto 

del fenotipo CSC como del proceso EMT observado en las células tratadas. Finalmente, 

informamos que el PRP perjudicó la iniciación de tumores por parte de las CSCs 

pancreáticas en modelos de ratón inmunodeficientes con xenoinjertos tumorales y 

mostró un potente efecto bloqueador del crecimiento de xenoinjertos tumorales que sí se 

desarrollaron, lo que hace que el tratamiento con las (pro)enzimas pancreáticas sea una 

estrategia valiosa para reducir la subpoblación de CSCs en la terapia contra el cáncer de 

páncreas. 
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INTRODUCCIÓN 
 
1. CANCER: GENERALIDADES 
 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) el cáncer es, junto con las 

enfermedades cardiovasculares, una de las principales causas de muerte en el mundo. De 

hecho, los datos actualizados por la OMS en el 2023 son alarmantes, con alrededor de 

10 millones de muertes anuales registradas [1]. En concreto, en esta tesis doctoral nos 

hemos centrado en el estudio del cáncer de páncreas. La incidencia y mortalidad de este 

tipo de neoplasia se ha duplicado e incluso triplicado en los últimos años [2]. Tomando 

como referencia la región geográfica de Estados Unidos entre 2014 y 2019, el cáncer de 

páncreas es estadísticamente el cuarto con mayor índice de mortalidad a pesar de su baja, 

aunque creciente incidencia (ocupa la posición número 10 a este respecto) [3], lo que 

constituye un indicativo de su elevada letalidad. En efecto, se pronosticó que el 

adenocarcinoma pancreático ductal (PDAC) podría alcanzar la segunda posición en el 

ranking de muertes asociadas al cáncer en el 2030 dada su creciente incidencia y 

letalidad [4]. No obstante, para poder mejorar el manejo clínico de esta patología, 

logrando un tratamiento personalizado, es imprescindible conocer la biología del cáncer 

y su evolución, que difiere según el paciente. Aunque se han descrito diferentes modelos 

de progresión tumoral, todos ellos parecen apoyarse en una simplificación excesiva de 

la enfermedad, lo que dificulta la translación hacia tratamientos efectivos. Por tanto, urge 

una mejor comprensión de las bases moleculares subyacentes del cáncer que nos permita 

establecer un modelo genérico y más fehaciente de progresión tumoral. 

 

2. DESARROLLO DE UN NUEVO MODELO DE PROGRESIÓN 
TUMORAL  

 

Uno de los mayores desafíos del cáncer es su enorme heterogeneidad, que 

obstaculiza sustancialmente la praxis clínica [5]. Como ejemplo representativo, se puede 

apreciar la amplia variedad de criterios de clasificación tomados en consideración por la 
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OMS a la hora de categorizar las diferentes neoplasias neuroendocrinas malignas. Entre 

dichos criterios podemos destacar el origen anatómico de la neoplasia, su grado de 

diferenciación (nivel de similitud entre la neoplasia y el tejido sano de origen atendiendo 

a características histológicas), su capacidad proliferativa, la expresión de biomarcadores 

específicos o la secreción de hormonas particulares [6]. Además, se ha mostrado que 

existe una gran variabilidad entre pacientes con el mismo tipo de neoplasia maligna 

(heterogeneidad inter-tumoral) e incluso entre diferentes regiones dentro de una misma 

masa tumoral (heterogeneidad intra-tumoral). Ejemplificando esta circunstancia, el 

estudio llevado a cabo por Neuperger y colaboradores, con pacientes y líneas celulares 

cancerígenas de adenocarcinoma pulmonar, muestra la variabilidad inter- e intra-tumoral 

en relación a la expresión de biomarcadores particulares [7]. De forma similar, en otra 

publicación centrada en el carcinoma de ovario también quedó reflejada la 

heterogeneidad inter- e intra-tumoral con respecto a variaciones genómicas, 

concretamente en la secuencia del exoma [8]. En este mismo estudio se puede apreciar 

que también existe cierta variabilidad (a nivel del exoma) entre los tumores primarios y 

las metástasis en un mismo paciente. Este grado adicional de variabilidad también ha 

sido observado en otros tipos de tumores como el cáncer de mama triple negativo con 

respecto a los perfiles de expresión genética [9], lo que tiene el potencial de provocar 

cambios significativos de comportamiento entre los tumores primarios y los metastásicos 

en relación al patrón de crecimiento, agresividad o progresión clínica. Un fenómeno 

parecido ha sido expuesto en otros estudios de cáncer de mama y páncreas en los que se 

aprecia que las células tumorales circulantes en la sangre (las responsables de la 

inducción de metástasis) exhiben un perfil de expresión de moléculas en su superficie 

diferente al de las células de los tumores primarios. Por consiguiente, anticuerpos 

dirigidos como tratamiento contra estas células circulantes no afectan a los tumores 

primarios [10]. Así pues, la mejor comprensión de los mecanismos subyacentes de la 

heterogeneidad tumoral parece erguirse como un factor clave en el proceso de mejorar 

el tratamiento de esta patología. En perspectivas de lograr semejante empresa, la 

diversidad intra-tumoral debe ser estudiada, haciendo un especial énfasis en la 

variabilidad a nivel de mutaciones y a nivel de fenotipos celulares. Considerando una 
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muestra representativa del primer ámbito, se ha identificado una acumulación de 

diferentes mutaciones en distintas regiones dentro de una misma masa tumoral de 

adenocarcinoma pulmonar [11]. De hecho, se han desarrollado modelos algorítmicos de 

predicción de la distribución espacial de mutaciones dentro de una misma aglomeración 

cancerígena. Una muestra de ello es el trabajo llevado a cabo, utilizando pacientes con 

carcinoma renal de células claras, por el grupo de Acosta para predecir la distribución 

de las mutaciones más frecuentes en este tipo de neoplasia maligna (mutaciones en los 

genes BAP1, PBRM1 y SETD2) que, además, tienen correlación con el pronóstico 

clínico [12]. Esta heterogeneidad intra-tumoral de alteraciones genéticas podría 

explicarse, al menos parcialmente, por la Teoría de Evolución Clonal (TEC) también 

conocida como el modelo estocástico de progresión tumoral. La TEC postula que los 

tumores primarios son originados por una célula sana diferenciada que desarrolla 

inestabilidad genómica, y por consiguiente mutaciones, convirtiéndose en una célula 

maligna diferenciada. Sucesivos ciclos de replicación de esta célula promueven el 

crecimiento del cáncer primario, así como la acumulación azarosa de diferentes 

mutaciones, generando la variabilidad de subclones tumorales en distintas regiones de la 

misma masa cancerígena. Posteriormente, las condiciones altamente selectivas a las que 

se ve sometido el tumor primario (hipoxia, la respuesta del sistema inmune o la 

aplicación de un régimen particular de tratamiento farmacológico) promueven la 

erradicación de los subclones más débiles y, paralelamente, la supervivencia de aquellos 

más agresivos y resistentes. Finalmente, serían estos últimos los que tendrían la 

capacidad de generar tumores metastásicos (más resistentes y agresivos) en una etapa 

más avanzada de progresión [13]. De hecho, incluso se han documentado estudios de 

progresión tumoral que asocian la distribución espacial no homogénea de mutaciones 

dentro de una masa tumoral con factores no aleatorios como el tipo de ventaja para la 

supervivencia que confieren determinadas mutaciones o las ratios de proliferación 

distintos entre los subclones tumorales localizados en el centro de una masa tumoral y 

los situados en la periferia [14]. Ciertamente, este razonamiento de progresión clonal 

podría explicar la heterogeneidad intra-tumoral a nivel mutacional e incluso las 

diferencias entre los tumores primarios y las metástasis. No obstante, esta hipótesis no 
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explica la existencia de células cancerígenas genéticamente homólogas con una 

funcionalidad distinta dentro de una misma masa neoplásica (heterogeneidad fenotípica 

intra-tumoral). En efecto, en la inmensa mayoría de tumores, siendo algunos ejemplos 

el PDAC [15], el cáncer hepatocelular [16] o el melanoma [17], pueden identificarse 

células cancerígenas diferenciadas y células cancerígenas pobremente diferenciadas, 

estas últimas definidas bajo la nomenclatura de “células madre cancerígenas” (del inglés: 

cancer-stem cells; CSCs).  Concretamente, las CSCs se caracterizan por ser una 

subpoblación de células cancerosas con un fenotipo pluripotente poco diferenciado, con 

gran activación del proceso molecular de transición desde fenotipo epitelial hasta uno 

mesenquimal (del inglés: epithelial-to-mesenchymal transition; EMT), con un enorme 

potencial invasivo y metastásico y capaces de entrar en un estado de 

dormancia/quiescente no proliferativo [18]. Además, las CSCs expresan marcadores 

específicos, como son la enzima aldehído deshidrogenasa (ALDH1), el CD44 o el 

CD133 [19]. No obstante, la caracterización de CSCs por expresión de biomarcadores 

normalmente implica la medición de un conjunto de ellos de forma simultánea para 

alcanzar la precisión experimental necesaria. En efecto, la combinación de 

CD34+/CD38-/HLA-/DR-/CD71-/CD90-/CD117-/CD123+ ha sido empleada para 

distinguir CSCs leucémicas de células madre hematopoyéticas sanas [20]. Incluso a este 

nivel, la heterogeneidad tumoral también abarca a estas células ya que se pueden detectar 

diferentes subpoblaciones de CSCs en un mismo tipo de neoplasia maligna de acuerdo 

a la expresión de distintos biomarcadores. Por ejemplo, en el cáncer de mama se han 

descrito la coexistencia de 2 subpoblaciones principales de CSCs, CD44+/CD24- y la 

que expresa gran cantidad de ALDH, con diferentes grados de activación de rutas 

moleculares específicas [21]. Análogamente, otro trabajo sobre el glioblastoma 

caracterizó múltiples subgrupos de CSCs en base a diferentes parámetros como el 

fenotipo celular, el comportamiento funcional (respuesta a tratamiento), la secuenciación 

del transcriptoma y patrones de expresión de diferentes biomarcadores (CD44, CD133, 

SOX2, PTPRZ1 o ITGB8) [22]. De hecho, los autores observaron una correlación entre 

cada subgrupo y la evolución clínica de los pacientes. En concordancia con este 

fenómeno, otras investigaciones han determinado una correlación entre la expresión de 
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biomarcadores particulares por diferentes subpoblaciones de CSCs con la exhibición de 

características funcionales determinadas. De esta manera, se ha observado que CSCs 

quiescentes exhiben un perfil de expresión (CD44+/FBW7+/C-Myc-) distinto al 

exhibido por CSCs proliferativas (CD44+/FBW7-/C-Myc+) [23]. Como ejemplo 

adicional, en el cáncer de mama se ha señalado que las CSCs CD44+/ALDH1+ se 

asocian a un fenotipo altamente tumorigénico y quimio-resistente, mientras que las CSCs 

CD133+ se relacionan con un fenotipo altamente metastásico [24].   

Por otra parte, el proceso EMT es un mecanismo de desdiferenciación fenotípica 

importante en procesos fisiológicos como el desarrollo embrionario o la reparación de 

tejidos [25]. En el contexto del cáncer, esta vía molecular ha sido objeto de gran interés 

debido a su estrecha relación con la progresión, agresividad, metástasis y resistencia a 

quimioterapia de la enfermedad [26]. Las células tumorales con fenotipo 

epitelial/diferenciado que entran en la ruta EMT sufren cambios morfológicos que 

ocasionan la pérdida de su polaridad apico-basal y de su adherencia a la membrana basal 

(pérdida de anclaje celular) [27]. En consonancia con este fenómeno, se ha mostrado 

ampliamente que las CSCs se caracterizan por adquirir una morfología redondeada 

apolar, la habilidad de formar estructuras esféricas, así como la capacidad de 

supervivencia/proliferación en suspensión [28]. Relacionado con el anclaje celular, el 

proceso EMT promueve la pérdida/bajada de expresión de marcadores epiteliales que 

actúan como moléculas de adhesión, relacionadas con las uniones intercelulares, tales 

como la E-Cadherina o la ocludina entre otras [29]. De hecho, la E-Cadherina merece un 

énfasis particular dada su participación en un tipo de unión intercelular estrecha 

comúnmente conocida como “tight junction” que desempeña un papel de especial 

relevancia en el mantenimiento y morfogénesis de las células epiteliales [30]. 

Paralelamente, factores de transcripción asociados con un fenotipo poco 

diferenciado/mesenquimal (marcadores EMT) experimentan una activación 

significativamente alta, siendo algunos ejemplos SNAI1 (SNAIL), SNAI2 (Slug), Twist, 

Zeb1 o la N-Cadherina [31]. Adicionalmente, la puesta en marcha del proceso EMT 

también suele estar asociada a la activación de ciertas rutas moleculares, tales como 

RTKs, TNFα, Notch, Hedgehog, WNT, TGFβ [32]. Cabe mencionar que la vía 
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molecular EMT no es tan simple como un mero “puente” entre 2 únicos estados celulares 

fenotípicos (epitelial/mesenquimal), sino que se ha documentado la existencia de 

múltiples estados intermedios. Una muestra de dicho fenómeno queda reflejada en el 

estudio llevado a cabo por Alan y colaboradores que demostró que la inhibición de la 

expresión de la E-Cadherina en células madre pluripotentes no es suficiente por sí sola 

para desencadenar un proceso EMT completo, sino que las células alcanzan un estado 

intermedio a través de un EMT parcial [33]. De forma equivalente, otro trabajo sobre 

cáncer de pulmón ha mostrado diferentes etapas dentro del proceso EMT en lo 

concerniente a la organización de las fibras del citoesqueleto, así como la presencia de 

células cancerosas con un estado epitelial/mesenquimal intermedio [34]. Referente a la 

dormancia celular, las CSCs tienen la habilidad de entrar en un estado no 

proliferativo/quiescente que les confiere una gran resistencia a los tratamientos 

antitumorales convencionales de radioterapia o quimioterapia (que atacan 

principalmente a células altamente proliferativas). Asimismo, este evento también hace 

a las CSCs las responsables de la recurrencia de la enfermedad tras la aplicación de un 

régimen de tratamiento quimioterápico particular [35]. En efecto, el desarrollo de 

resistencia a la quimioterapia, característica no exclusiva de las CSCs, es uno de los 

principales motivos del fracaso del tratamiento, de la baja supervivencia y del avance 

descontrolado de la enfermedad [36]. Otra propiedad importante de las CSCs reside en 

su potencial de autorrenovación y su alta capacidad iniciadora (de Novo) de tumores 

[37].  

Precisamente a causa de todas estas propiedades tan destacables se estableció 

otro modelo de desarrollo tumoral conocido como el modelo jerárquico. De acuerdo a 

este modelo, la génesis de un tumor comienza cuando se producen mutaciones en una 

célula madre sana de tal manera que se evaden los mecanismos de regulación celular y 

pasa a ser una CSC. Posteriormente, esta CSC, mediante ciclos de división asimétrica, 

tiene la capacidad de originar un tumor junto con todos los tipos de subpoblaciones intra-

tumorales de células cancerígenas con diferentes grados de diferenciación [38]. Esta 

hipótesis explica la heterogeneidad intra-tumoral a nivel funcional/fenotípico, los 

resultados experimentales relativos a las propiedades de las CSCs e incluso los eventos 
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de metástasis y recurrencia de la enfermedad tras un tratamiento, pero ignora la 

variabilidad genética previamente descrita. Adicionalmente, también presenta la 

limitación de considerar el fenotipo de las CSCs como una disposición estable y duradera 

en el tiempo, lo que entra en conflicto con observaciones realizadas en múltiples trabajos 

que muestran la adquisición de fenotipo troncal por células cancerosas diferenciadas 

[39][40]. En virtud de estos hallazgos, se definió la teoría dinámica de progresión 

tumoral muy similar al modelo jerárquico, pero con la diferencia de que se afirma que el 

fenotipo de las células cancerosas no es estable en el tiempo, sino que es mucho más 

flexible que lo establecido por el modelo precedente. En efecto, este otro modelo recalca 

la plasticidad fenotípica de las CSCs condicionada, en gran medida, por el tipo de 

señalización procedente del estroma que rodea al tumor (del inglés: tumour 

microenvironment; TME) [41] (Figura 1). 

 

 
Figura 1: Representación esquemática de los 3 modelos que describen la iniciación 

y crecimiento tumoral. El modelo estocástico muestra que cualquier célula dentro de la masa 

tumoral puede haber originado el crecimiento neoplásico. La existencia de subclones tumorales 

genéticamente distintos dentro de una misma masa cancerígena se explica por la acumulación 

azarosa de una variedad de mutaciones tras cada ciclo de replicación celular (Teoría de Evolución 
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Clonal; TEC). La teoría jerárquica afirma que sólo una subpoblación de células tumorales con 

fenotipo troncal (células madre cancerígenas; CSCs) son las responsables de la génesis y 

desarrollo tumoral. Ciclos de replicación celular asimétrica sucesivos promueven la generación 

de las distintas subpoblaciones tumorales con fenotipo diferenciado dentro de una masa 

neoplásica. El modelo dinámico está basado en la teoría jerárquica y postula que células 

cancerígenas con fenotipo diferenciado pueden adquirir un fenotipo troncal y convertirse en 

CSCs, remarcando con ello la plasticidad fenotípica de las células tumorales, así como la 

heterogeneidad de las propias CSCs (Figura tomada de [42]). 

 

El TME de los tumores sólidos está formado por 3 componentes principales: el 

componente celular, una matriz extracelular y factores solubles (citoquinas, quimiocinas 

y factores de crecimiento). También son destacables otras estructuras como la existencia 

de vasos linfáticos que permiten las metástasis de la enfermedad en los nódulos linfáticos 

[43], una red vascular anormal que puede derivar en alteraciones en el suministro de 

oxígeno [44], e incluso se ha documentado la presencia de un componente neural en el 

TME y una inervación tumoral implicada en el crecimiento de la neoplasia en cuestión 

[45]. Ciertamente, semejante complejidad estructural y funcional del TME puede 

explicarse, al menos en parte, por la inducción de angiogénesis y linfangiogénesis 

observadas durante el crecimiento tumoral [46]. Concerniente al componente celular del 

TME, se ha reportado la presencia de una variedad de tipos celulares, incluyendo las 

células madre mesenquimales [47], adipocitos, fibroblastos y células inmunes como 

linfocitos y macrófagos [48]. Llamativamente, este último estudio destaca una 

correlación entre la composición celular del TME y la fase de progresión tumoral, así 

como con la evolución clínica de la enfermedad. La conformación del TME en los 

alrededores del tumor primario permite el establecimiento de un nicho con el objetivo 

de facilitar y promover el crecimiento, la capacidad invasiva y el desarrollo del tumor 

[49]–[51]. A este respecto, los 2 tipos celulares con mayor protagonismo en los últimos 

años son los fibroblastos (del inglés: cancer-associated fibroblasts; CAFs) y los 

macrófagos (del inglés: tumour-associated macrophages; TAMs) por su estrecha 

implicación en la inducción del crecimiento, progresión y agresividad tumoral [52][53]. 

En particular, algunas neoplasias malignas, incluyendo los tumores pancreáticos, de 
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mama o próstata, destacan por su TME altamente fibrótico con gran cantidad de CAFs 

mientras que otros, tales como los tumores cerebrales, renales o de ovario, no presentan 

tal fibrosis, pero si una mayor proporción de TAMs [54]. Resulta de especial 

trascendencia la capacidad, tanto de los CAFs [55] como de los TAMs [56], para 

estimular el proceso EMT junto con la adquisición de un fenotipo de CSC por parte de 

las células cancerígenas diferenciadas puesto que dicho fenómeno queda claramente 

enmarcado en connivencia con el modelo dinámico expuesto con anterioridad. De 

acuerdo a estos datos, resultaría tentador asumir que la activación del proceso EMT en 

las células tumorales está inevitablemente asociado a la adquisición de un fenotipo CSC. 

De hecho, muchas de las rutas moleculares anteriormente relacionadas con el proceso 

EMT también están estrechamente vinculadas a las CSCs (TGFβ, Notch, WNT o 

Hedgehog) [57]. No obstante, es necesario matizar que existe cierto grado de 

independencia entre el proceso EMT y el fenotipo CSC. De hecho, estudios de cáncer 

hepatocelular y cervical determinaron que la adquisición de fenotipo CSC mediante la 

inducción de la ruta EMT consta de 2 fases diferenciadas. En la primera fase, la IL6 

procedente del TME estimula el proceso EMT, mientras que en la segunda el factor 

TGFβ1 promueve la adquisición de marcadores de fenotipo CSC tales como el CD44 

[58], [59]. Por otra parte, se ha esclarecido que el componente celular del TME no es el 

único que tiene la capacidad de alterar el comportamiento/fenotipo de una masa tumoral. 

Por ejemplo, se ha determinado que la adherencia de las células tumorales al colágeno 

tipo 1 (componente principal de la matriz extracelular de los tumores sólidos) provoca 

una inducción del proceso EMT y, por tanto, tiene una influencia significativa en la 

agresividad tumoral [60]. De hecho, algunos tipos de neoplasias malignas como los 

tumores pancreáticos se caracterizan precisamente por tener una matriz 

extracelular/estroma altamente fibrótico con grandes cantidades de colágeno [61]. De 

forma similar, un estudio llevado a cabo por el grupo de Yu postuló que las condiciones 

de hipoxia en el cáncer pulmonar condicionan el contenido de los exosomas derivados 

de las células malignas. Estos exosomas en particular provocaron la polarización de los 

TAMs en el TME hacia un fenotipo que incitaba la progresión de la enfermedad con 

especial énfasis [62]. Atendiendo a estas circunstancias, no es de extrañar que las propias 
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células cancerígenas participen activamente en la configuración del TME. Una muestra 

de ello podría ser la influencia de las células cancerígenas sobre el comportamiento de 

células madre mesenquimales de la médula ósea, observado en una investigación de 

cáncer de cabeza y cuello, que desencadenó su reclutamiento para formar parte del TME 

[63]. Del mismo modo, otros estudios presentan pruebas del reclutamiento de TAMs 

mediante la expresión de factores como GM-CSF [64]. Cabe resaltar que la formación 

del TME no cumple el único objetivo de generar un nicho favorable para el crecimiento 

tumoral, sino que también tiene la función adicional de anular el potencial antitumoral 

del estroma sano. En esta línea, se ha documentado la capacidad de las células tumorales 

de “corromper” a los fibroblastos sanos (con funciones supresoras de tumores) hasta 

CAFs que desempeñan un papel de soporte del crecimiento neoplásico [65]. En otras 

palabras, el proceso de generación del TME podría entenderse como la conversión de 

“enemigos” en “aliados”. 

Actualmente, no hay un verdadero consenso sobre cuál de los 3 modelos 

anteriores (estocástico, jerárquico o dinámico) representa mejor la progresión tumoral. 

Ciertamente, pueden destacarse algunos detalles llamativos que, a priori, no parecen 

cuadrar con ellos. En el caso del modelo jerárquico, las CSCs serían las que originarían 

el tumor primario de Novo, por lo que cabría suponer que el punto inicial del desarrollo 

tumoral sería una CSC sin que previamente hubiera ningún tipo de actividad maligna. 

No obstante, la teoría dinámica expuesta anteriormente no casaría bien con esta 

suposición puesto que afirma que una célula cancerosa diferenciada puede adquirir un 

fenotipo de CSC y, por tanto, asume el estado de CSC como una consecuencia de la 

actividad tumoral y no como un preludio de la misma. En este contexto, si las CSCs 

fueran el origen del tumor primario cabría esperar que dicho tumor exhibiera una 

organización jerárquica (con la presencia tanto de células tumorales diferenciadas como 

de CSCs) desde etapas tempranas de su evolución. Sorprendentemente, se han publicado 

estudios, de cáncer colorrectal, donde dicha organización jerárquica sólo se aprecia en 

las etapas finales de evolución del tumor primario y en las metástasis, pero no en las 

primeras etapas del desarrollo neoplásico [66], [67]. Otro detalle que contrasta con la 

teoría jerárquica es el hecho de que se ha señalado que alrededor del 90% de los cánceres 
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se originan en tejidos epiteliales (con células diferenciadas) [68].  Adicionalmente, 

parece razonable hipotetizar que la localización de las CSCs más acorde con su supuesta 

capacidad iniciadora de la progresión neoplásica debería ser una posición relativamente 

centrada en el interior de una masa cancerígena sólida, alrededor de la cual el tumor 

primario iría creciendo y expandiéndose. Sin embargo, numerosos estudios han matizado 

que las CSCs usualmente se localizan, en su mayoría, en los bordes de las masas 

tumorales sólidas (frente invasivo). Podemos encontrar referencias de este evento en 

varios tipos de cáncer, siendo algunos ejemplos representativos el cáncer de ovario [69], 

el carcinoma urotelial [70], el carcinoma hepatocelular [71] o el glioblastoma [72]. Es 

cierto que se podría aludir a la gran capacidad migratoria y metastásica de las CSCs para 

explicar este cambio de localización desde el centro de una masa tumoral a los bordes. 

No obstante, resulta llamativo que la mayoría de las CSCs, no sólo algunas de ellas, se 

posicionen en los bordes. De hecho, esta alusión a una posible migración de las CSCs 

queda aún más en entredicho al considerar un artículo de cáncer de ovario que puntualiza 

que las CSCs localizadas en los bordes exhiben una capacidad migratoria e invasiva 

incluso menor que los otros tipos de células cancerosas diferenciadas de la misma masa 

tumoral [69]. Por el contrario, la localización particular de las CSCs en los bordes de una 

masa tumoral sí que podría ser esclarecida con otro tipo de argumentación en 

concordancia con el modelo dinámico. Se podría señalar que los límites de una 

aglomeración cancerígena exhiben ciertas condiciones específicas que promueven la 

adquisición de un fenotipo CSC por parte de las células tumorales con fenotipo 

diferenciado establecidas en esta región. Una muestra de ello sería la variación de la 

densidad celular y, por ende, de los estímulos físicos de adhesión intercelular con 

respecto al centro de la masa cancerígena [72]. Análogamente, es razonable suponer que 

las células ubicadas en los bordes de una masa tumoral estarían físicamente más 

expuestas a los factores derivados del TME circundante y, en consecuencia, serían más 

propensas a sufrir un cambio fenotípico (por ejemplo, tras la inducción del proceso 

EMT).  

A continuación, procede hacer hincapié en el proceso de metástasis y comentar 

ciertas peculiaridades en comparación con la formación de los tumores primarios. No en 
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vano, la metástasis es una de las principales causas de muerte relacionadas con el cáncer, 

aunque aún es un proceso en vías de comprensión [73]. Lo que sí se ha especificado 

como fenómeno común en prácticamente todas las metástasis es el acaecimiento de 

profundos cambios de la expresión genética de las células metastásicas, definido como 

el “programa básico de expresión genética de la metástasis” [74]. Dicho programa 

genético engloba una plétora de cambios en genes relacionados con la remodelación 

tisular, la inhibición de la interacción entre las células malignas y la matriz extracelular, 

la alteración de la homeostasis de iones o la inducción del metabolismo oxidativo. 

Curiosamente, cada vez más estudios confieren mayor importancia a los cambios 

epigenéticos, en lugar de las mutaciones en el ADN, como responsables de la adquisición 

de un fenotipo metastásico por parte de las células cancerígenas del tumor primario. Una 

muestra de ello podría ser el silenciamiento del gen GATA6 por acción del miR-27a que 

se ha reportado en un trabajo de cáncer pancreático [75]. En resumen, la metástasis 

consta de varias etapas importantes: i) el desprendimiento de células cancerígenas del 

tumor primario. En esta primera etapa, la adquisición de fenotipo no 

diferenciado/mesenquimal a través del proceso EMT juega un papel central puesto que 

no sólo acontecen cambios genómicos o transcriptómicos, sino que también se producen 

cambios relevantes en las propiedades mecánicas de las células en cuestión [76]; ii) Las 

células desprendidas de la masa neoplásica primaria llegan al torrente sanguíneo, se 

convierten en células tumorales circulantes (CTCs) que se mantienen en un estado 

quiescente no proliferativo durante un tiempo indefinido y forman aglomeraciones 

celulares con células sanguíneas como las mieloides. En dichas aglomeraciones, las 

CTCs pueden condicionar el comportamiento de los otros tipos celulares, lo que en 

última instancia favorece la capacidad metastática de las propias CTCs, así como su 

protección frente al sistema inmune [77]. Del mismo modo, se ha descrito que las células 

mesenquimales como los CAFs del estroma del cáncer primario también acompañan y 

forman parte de las aglomeraciones heterogéneas de CTCs sanguíneas, facilitando la 

diseminación de la enfermedad [78]; iii) Colonización del tejido objetivo, proliferación 

y formación de la metástasis. En dicha etapa, cabe destacar el papel clave de la transición 

desde un fenotipo mesenquimal a uno epitelial (del inglés: Mesenchymal-to-Epithelial 
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transition; MET), un mecanismo molecular opuesto al proceso EMT, en la extravasación 

y consiguiente proliferación de las CTCs [76]. Sin embargo, la colonización exitosa de 

un tejido por parte de las CTCs requiere de la existencia previa en dicho tejido del 

llamado nicho pre-metastásico (NP). Ejemplos de ello los podemos encontrar en 

múltiples tipos de tumores como el cáncer gástrico [79], cáncer de mama [80], cáncer de 

ovario [81] o tumores pancreáticos [82]. De hecho, ya desde la década de los 70 se 

observó que la colonización metastásica no era un proceso totalmente aleatorio, sino que 

parecía estar intrínsecamente dirigido y ser independiente de las condiciones del flujo 

sanguíneo [83]. En la formación del NP se ha identificado el papel fundamental de las 

vesículas extracelulares procedentes de las células cancerígenas del tumor primario. Una 

muestra de ello la apreciamos en el estudio dirigido por el grupo de Huang en el que se 

determinó, tanto in vitro como in vivo, que vesículas extracelulares derivadas de células 

malignas de cáncer de mama tenían la capacidad de modificar y “educar” a los 

osteoblastos para fomentar la formación de un NP en el hueso y, por ende, la 

diseminación de la enfermedad a este tejido. Específicamente, los autores detectaron la 

presencia de CDH11 y ITGA5 en las mencionadas vesículas extracelulares, así como su 

rol en la creación de un ambiente permisivo en el hueso para su futura colonización [84]. 

Otro caso queda representado en un trabajo que remarcó el potencial de los exosomas 

tumorales para influir en los fibroblastos y linfocitos T reguladores del pulmón para 

promover el establecimiento de un NP en este tejido [85]. Adicionalmente, se ha 

revelado que las células malignas del tumor primario pueden activar a los fibroblastos y 

pericitos (induciéndoles un fenotipo proinflamatorio) del NP a través de las citoquinas y 

exosomas liberados a la sangre, a posteriori promoviendo una remodelación de la matriz 

extracelular del futuro tejido metastásico mediante la destrucción y degradación del 

colágeno [86]. La alteración del comportamiento de los pericitos expuesta en el artículo 

anterior se encuentra en consonancia con otras publicaciones describiendo que la 

inflamación es, precisamente, un estímulo para que las células endoteliales vasculares 

del NP expresen mayor cantidad de moléculas de adhesión, como VCAM-1, ICAM-1 o 

E-Selectina, favoreciendo la adhesión y extravasación de las CTCs para finalmente 

completar la metástasis [73]. En el mismo ámbito, otras investigaciones han 
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puntualizado la remodelación de la red vascular circundante al NP mediante la 

promoción de la angiogénesis y la permeabilidad vascular [87]. En este mismo estudio, 

cabe destacar la participación activa no sólo de las propias células tumorales, sino 

también de los CAFs procedentes del TME de la neoplasia primaria en la formación del 

NP (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Representación del microambiente tumoral y el proceso metastásico. Los tumores 

están constituidos por una gran variedad de tipos celulares incluyendo células neoplásicas con 

fenotipo diferenciado, CSCs, células del sistema inmune, células madre mesenquimales (MSCs) 

y fibroblastos. La liberación de factores de crecimiento y citoquinas por parte de las células 

cancerígenas inducen la transformación de las células estromales sanas, tales como MSCs o 

fibroblastos, en MSCs “malignificadas” o CAFs, que tienen un fenotipo que apoya al crecimiento 

tumoral. Estas células estromales corrompidas secretan una amplia gama de factores solubles que 

inducen el proceso EMT en las células neoplásicas. Dicho proceso molecular permite a las células 

malignas, destacándose las CSCs, escindirse del tumor primario, llegar a los vasos sanguíneos 

por un proceso de intravasación y viajar por un tiempo indefinido en el torrente circulatorio 
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(transformándose en CTCs). Finalmente, estas CTCs salen de la circulación sistémica por un 

proceso de extravasación y colonizan un órgano para originar el crecimiento de la metástasis. En 

dicho órgano debe existir un nicho apropiado para tal fin (nicho pre-metastásico; NP) que ha sido 

previamente establecido por los factores solubles y exosomas liberados por el tumor primario y 

su microambiente (Figura tomada de [42]). 
 

Así pues, todos estos datos en conjunto podrían sugerirnos cierta similitud entre 

la formación del TME de la masa cancerígena primaria y la formación del NP. En efecto, 

se podría tomar como referencia un estudio de cáncer de próstata que corrobora las 

semejanzas entre el TME del tumor primario y el NP [88], como si éste último pudiera 

considerarse una clase de “TME a distancia”. De hecho, se ha revelado que la formación 

del NP comienza, al igual que la generación del TME primario, en las primeras etapas 

del desarrollo de la masa cancerígena primaria [89]. A pesar de estas similitudes 

observadas entre los tumores primarios y la biogénesis de las metástasis, también se 

pueden apreciar diferencias ciertamente significativas. Por ejemplo, se pueden observar 

divergencias, en diferentes niveles, entre los CAFs del tumor primario y los fibroblastos 

asociados a las metástasis. En cuanto al mecanismo de generación/corrupción, se ha 

discernido que los CAFs del TME primario son generados principalmente por factores 

solubles como ACTA, PDGF, MMP7, Sonic hedgehog (shh), YAP1 o prograstin, 

mientras que los fibroblastos asociados a las metástasis son corrompidos principalmente 

por contenido exosómico incluyendo microARNs tales como miR-494, 31, 214 o 255 

[90]. En otro nivel, se ha determinado que el TME de las neoplasias primarias 

normalmente posee una gran heterogeneidad de CAFs en cuanto a expresión de 

biomarcadores (αSMA, fibronectina, FGFR1 y FAP) y distintos grados de activación de 

la ruta TGFβ (diferentes niveles de fosforilación de SMAD2), mientras que los 

fibroblastos asociados a las metástasis suelen constituir una población más homogénea 

con alta expresión de αSMA y alta fosforilación de SMAD2 [91]. En el mismo orden de 

razonamiento, se ha desvelado que los CAFs del tumor primario exhiben una capacidad 

para modular al sistema inmune del huésped de forma distinta en comparación a los 

fibroblastos asociados a la metástasis [92]. Otro ejemplo es el trabajo en el que se reporta 

la alteración en las proporciones de distintos subgrupos de CAFs y TAMs del TME entre 
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el carcinoma oral de células escamosas primario y sus metástasis en nódulos linfáticos 

[93]. Adicionalmente, en dicha investigación se propone la preponderancia de rutas 

moleculares específicas en diferentes fases de progresión del cáncer (fase primaria y fase 

metastásica). Además, previamente se ha señalado que esta heterogeneidad incluso se 

extiende a las propias células cancerígenas en lo que respecta a variaciones en la 

expresión de biomarcadores en tumores primarios, CTCs y metástasis o en la agresividad 

y patrones de comportamiento. Tal y como se ha mencionado con anterioridad, este tipo 

de diferencias podría explicarse parcialmente con la adquisición progresiva de 

mutaciones favorables para la supervivencia celular durante la progresión de la neoplasia 

primaria (Teoría de Evolución Clonal; TEC). No obstante, se han llevado a cabo trabajos 

en los que la inoculación intracardiaca de células de cáncer de mama ER+/PGR+/CK5- 

en ratones inmunodeprimidos y sin ser tratados con ningún tipo de fármaco induce la 

generación de metástasis con un perfil ER-/PGR-/CK5+ resistentes a terapia hormonal 

[94]. En este caso particular, la TEC no alcanza a explicar la aparición de semejantes 

diferencias puesto que en los ratones utilizados no existiría ningún tipo de selección 

farmacológica de subclones tumorales más resistentes. De hecho, tampoco cabe suponer 

la participación de una selección por parte del sistema inmune en un ratón 

inmunodeficiente. Mas acorde, se podría sugerir que la neoplasia primaria podría estar 

generada por un tipo celular distinto al que promueve con posterioridad la formación de 

los tumores metastásicos. Precisamente, esta misma hipótesis ya ha sido propuesta en 

estudios previos [95]. Reforzando semejante postulado, existen otras investigaciones 

más recientes en las que se identifican diferentes subpoblaciones celulares en el tumor 

primario de melanoma. Entre ellas, se detectó una en particular con fenotipo 

mesenquimal que parecía no contribuir al crecimiento de la neoplasia primaria pero, por 

el contrario, exhibía gran capacidad para iniciar el establecimiento de las metástasis  

[96].    

En virtud de todas estas discordancias con los modelos de progresión tumoral 

tradicionalmente aceptados, nuestro grupo publicó un estudio que aúna las 3 teorías 

anteriormente descritas en un nuevo y único modelo de progresión de neoplasias 

malignas sólidas. En dicho modelo alternativo, se propone que los tumores primarios 
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son generados por células sanas bien diferenciadas que desarrollan inestabilidad 

genómica y se convierten células cancerosas diferenciadas. Sucesivos ciclos de 

replicación de dichas células malignas promueven el crecimiento del tumor primario, así 

como la generación de la mencionada heterogeneidad intra-tumoral a nivel de 

mutaciones (de acuerdo al modelo estocástico). En una etapa más avanzada de la 

carcinogénesis, las células tumorales diferenciadas localizadas en los bordes de la masa 

cancerígena sólida adquieren un fenotipo de CSC mediante la inducción del proceso 

EMT de acuerdo al modelo dinámico y en virtud de las señales procedentes del TME 

circundante (los extremos de las masas tumorales sólidas están físicamente más 

expuestos a la señalización derivada del TME). Finalmente, estas CSCs migran, entran 

en el torrente circulatorio (pasando a ser CTCs) y, en última instancia, promueven el 

establecimiento y crecimiento de metástasis. La formación de las metástasis estaría en 

concordancia con el modelo jerárquico y la alta capacidad de las CSCs para iniciar el 

crecimiento tumoral de Novo. Dicho de otro modo, las CSCs en realidad serían el 

siguiente paso en la evolución de las células cancerosas diferenciadas del cáncer 

primario en vez de ser su punto de origen, circunstancia que sí ocurriría en el caso de los 

tumores metastásicos [42] (Figura 3).  
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Figura 3: Nuevo modelo alternativo de progresión tumoral. Este modelo establece que el 

tumor primario es originado por una célula maligna diferente a las CSCs, con fenotipo no troncal 

(o un pequeño grupo de ellas). Mientras la neoplasia primaria crece (de forma acorde al modelo 

estocástico), también promueve la transformación de las células estromales circundantes para 

inducir así la generación del TME. La participación de múltiples factores, como citoquinas o 

miARNs (círculos morados), secretados por el TME desencadenan la adquisición de un fenotipo 

troncal por parte de las células malignas situadas en los bordes de la masa tumoral, que se 

convierten en CSCs en consonancia con el modelo dinámico. Estas CSCs tienen la capacidad de 

dejar el tumor primario, entrar en el torrente circulatorio y finalmente colonizar un órgano distante 

para generar la metástasis (en congruencia con lo establecido por el modelo jerárquico). Por lo 

tanto, el tipo celular responsable del origen de la neoplasia primaria es distinto al que se le 

atribuye el crecimiento de la metástasis (Figura tomada de [42]). 

 

Es cierto que este modelo de progresión tumoral alternativo podría, a priori, 

contrastar con la gran capacidad de las CSCs como punto de inicio del crecimiento 

tumoral ampliamente comprobado en ensayos de laboratorio. Sin embargo, se ha de 

resaltar que la emergencia de un cáncer primario en el cuerpo no queda bien representada 
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en los ensayos de laboratorio en los que se inyectan a los ratones CSCs como fuente 

celular iniciadora de tumores. En este tipo de procedimiento, las CSCs deben colonizar 

y adaptarse a un ambiente tisular extraño, el del ratón; proceso que guarda homología 

con la generación de tumores metastásicos, pero no con el proceso de iniciación de 

tumores primarios. De hecho, en la formación biológica de una neoplasia primaria una 

célula sana acumula cierto número de mutaciones y se convierte en una célula maligna 

que, por otra parte, aún guarda un alto grado de similitud con la célula sana de la que 

procede. Por ende, dicha célula cancerígena primaria ya se encuentra razonablemente 

adaptada a las condiciones del tejido que la rodea, circunstancia diferente a las 

condiciones de laboratorio previamente descritas. En efecto, se ha comprobado que las 

CSCs tienen la mayor capacidad iniciadora de tumores, pero, en este contexto, sería 

importante especificarlo: “las CSCs tienen la mayor capacidad de iniciación de tumores 

metastásicos”, afirmación que encaja a medida con las propiedades migratorias, 

invasivas y metastásicas de las CSCs previamente indicadas. Adicionalmente, el modelo 

de desarrollo tumoral descrito encajaría fuertemente con la localización de las CSCs en 

los bordes, así como con las diferencias entre los tumores primarios y las metástasis 

reportadas con anterioridad puesto que la célula de origen del cáncer primario (célula 

con fenotipo diferenciado) sería distinta a la que originaría la metástasis (CSC). 
 

3. PARALELISMO ENTRE LA ORGANIZACIÓN TUMORAL Y 
LA ORGANIZACIÓN DEL MICROAMBIENTE TUMORAL 

 

Es importante resaltar que la organización funcional y espacial particular de las células 

malignas en el tumor primario, establecida en nuestro modelo, también se encuentra en 

concordancia con la organización del TME circundante. Al igual que las células 

tumorales, se puede vislumbrar una heterogeneidad significativa en el componente 

celular del TME destacando a los CAFs y TAMs. En lo referente a los CAFs, una 

variedad de estudios han destacado su identificación mediante el análisis de una gama 

de biomarcadores como FAPα, PDGFR, vimentina, αSMA [97], FSP1, fibronectina o 

HHF35 [98]. Tal heterogeneidad de CAFs podría atribuirse a la plétora de subtipos 

tumorales distintos, así como a los diferentes precursores celulares de los CAFs. 
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Ciertamente, se ha expuesto que las células malignas pueden desencadenar la 

transformación en CAFs de diferentes tipos celulares, siendo algunos ejemplos los 

fibroblastos sanos residentes en el tejido en cuestión, células epiteliales, células 

endoteliales [99], los pericitos [100] o las células madre mesenquimales [101]. 

Subrayando esta idea, se pueden encontrar estudios que afirman que la naturaleza del 

precursor celular específico tiene la capacidad de condicionar el perfil molecular del 

CAF final [102]. Tomando en consideración la variedad de biomarcadores y la 

posibilidad de que un único CAF exprese varios de ellos simultáneamente, no es de 

extrañar que la clasificación de CAFs en distintas subpoblaciones, basadas en sus perfiles 

de expresión genética, no siempre concuerde entre diferentes estudios centrados en 

distintos tipos de cánceres e incluso entre diferentes pacientes con el mismo tipo de 

neoplasia maligna [103], [104]. Peculiarmente, estas disposiciones cabrían interpretarse 

como un pequeño reflejo de la enorme heterogeneidad de los tumores de acuerdo a 

mutaciones genéticas o a perfiles de expresión moleculares. Por otra parte, es posible 

discernir otro paralelismo entre la heterogeneidad de células tumorales y la variedad de 

subtipos de CAFs. Numerosas investigaciones en múltiples tipos de neoplasias, 

incluyendo el cáncer colorrectal [105], el adenocarcinoma pulmonar  [106], neoplasias 

pancreáticas [107] o cáncer cervical [108], han evidenciado la existencia de varios 

subgrupos de CAFs funcionalmente distintos, destacándose los CAFs proinflamatorios 

(iCAFs) y los CAFs con fenotipo de miofibroblastos (mCAFs). Curiosamente, se ha 

señalado que los iCAFs se asocian principalmente a la promoción de la proliferación de 

las células tumorales [109], mientras que los mCAFs se asocian fundamentalmente a la 

promoción de la capacidad invasiva, metastásica y del fenotipo troncal en las células 

malignas [110]. En particular, Pelon y sus colaboradores fijaron αSMA como un 

biomarcador global característico de los mCAFs. En la misma línea, la fibronectina y la 

calponina también han sido encuadradas como marcadores de los mCAFs [111]. Por 

ende, podrían asociarse los iCAFs con las células tumorales diferenciadas y los mCAFs 

con las CSCs. Reforzando esta idea, se ha de notar que los miofibroblastos se encuentran 

estrechamente relacionados con la cicatrización de heridas [112]. Otro elemento 

asociativo entre los mCAFs y las CSCs queda definido en la capacidad de los mCAFs 
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para formar estructuras esféricas [110], habilidad representativa de las propias CSCs. De 

hecho, existen publicaciones que han formalizado una correlación entre la proporción de 

iCAFs/mCAFs y el pronóstico de tumores como el pancreático [113], lo que concuerda 

con el valor pronóstico de la ausencia/presencia de CSCs. Más aún, este último estudio 

también revela que la proporción de los diferentes subgrupos de CAFs se puede 

correlacionar con la composición de células inmunes en el TME. De forma similar, otro 

estudio basado en tumores pancreáticos caracterizó 2 subgrupos de fibroblastos 

funcionalmente diferentes en el estroma tumoral, definidos como CD105+ y CD105-. 

Mientras que los primeros favorecían el crecimiento tumoral, los segundos ejercían un 

rol antitumoral mediante la activación de la respuesta inmune adaptativa en contra de la 

neoplasia maligna [114].  

En lo referente al sistema inmune, se ha comprobado gran heterogeneidad entre los 

TAMs similar a la de los CAFs y a las células cancerígenas. De hecho, se han descrito 

abundantes moléculas con potencial de ser encasilladas como biomarcadores de TAMs, 

incluyendo CD68, CD14, HLA-DR, CD204, CD206, CD209, TREM-1 [115] o MARCO 

[116]. Continuando el paralelismo con los CAFs, se han descubierto varios precursores 

celulares de los TAMs, como los monocitos circulantes en el torrente sanguíneo o los 

macrófagos residentes en el tejido en cuestión, y se ha clarificado que el tipo de célula 

parental puede condicionar el perfil molecular singular finalmente exhibido por el TAM 

[117]. Tomando en consideración que un único TAM puede expresar simultáneamente 

varios de los biomarcadores anteriormente enumerados, no es de extrañar que distintos 

estudios hayan establecido una gama heterogénea de subconjuntos de TAMs entre 

diferentes tipos de neoplasias e incluso entre diferentes pacientes con el mismo tipo de 

tumor [118], [119]. Por otro lado, los TAMs también pueden ser asignados 

principalmente a 2 subcategorías funcionalmente opuestas: TAMs con polarización M1, 

clásicamente activados y con actividad antitumoral y TAMs con polarización M2, 

alternativamente activados y con capacidad promotora de tumores [120]. Completando 

dicha definición, se ha indicado una estrecha asociación entre los macrófagos con 

fenotipo M1, la defensa contra agentes patógenos y la respuesta proinflamatoria, así 

como entre los macrófagos con polarización M2, la inducción de la reparación tisular y 
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una respuesta antiinflamatoria [121]. En concordancia con semejante categorización de 

TAMs, se ha relacionado la expresión de ciertos biomarcadores, tales como MHCII, 

CD40, CD80 o CD86, con el fenotipo M1 [122], y la expresión de otros tantos (CD163, 

CD204, CD206 y CD209) con la polarización M2 [115]. Cabría mencionar que la 

clasificación de TAMs en 2 únicos fenotipos es, ciertamente, una simplificación 

excesiva de la realidad biológica. En efecto, numerosos estudios han documentado la 

existencia de múltiples estados intermedios/mixtos entre el fenotipo M1 y M2 

[123][124][125]. A pesar de ello, sería interesante remarcar que la determinación de la 

existencia de dichos fenotipos mixtos está basada principalmente en la detección de 

biomarcadores específicos, pero no en la determinación de la funcionalidad del propio 

macrófago que es, precisamente, el pilar de la clasificación M1/M2. Así pues, la 

organización en 2 polos de los TAMs se encuentra en línea con la distribución en 2 

subconjuntos funcionales de los CAFs y con la presencia de células cancerosas bien 

diferenciadas y CSCs. En esencia, cabría relacionar a los TAMs M1 proinflamatorios 

con los iCAFs y las células malignas diferenciadas, y a los TAMs M2 regenerativos con 

los mCAFs y el fenotipo troncal de las CSCs.  

Cabe resaltar que, tanto los CAFs como los TAMs muestran una organización espacial 

dentro del TME no caótica que puede corresponderse con la localización espacial de las 

CSCs en los bordes de la masa tumoral sólida propuesta previamente. Una muestra de 

ello queda reflejada en un estudio de cáncer pancreático donde el subconjunto de mCAFs 

fue localizado en un área justo adyacente a los bordes de la masa cancerígena, mientras 

que el subgrupo de iCAFs ocupaba una posición más alejada de los bordes [126]. En el 

ámbito de los TAMs, se ha descrito en un estudio de melanoma cutáneo que los TAMs 

CD68+CD163+ con fenotipo M2 se van acumulando progresivamente desde el centro 

de la masa tumoral y las zonas alejadas del TME hacia la zona circundante al frente 

invasivo de la masa neoplásica [127]. En otra investigación de glioblastoma, los autores 

observaron que el TME alejado de la masa tumoral estaba constituido principalmente 

por TAMs proinflamatorios mientras que el TME situado en la zona más cercana al 

tumor contenía TAMs antiinflamatorios como componente básico [128]. Atendiendo a 

estas particularidades en cuanto a la distribución espacial de las subclases de CAFs y 
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TAMs, podría entenderse que existen 2 zonas principales dentro del TME circundante 

al tumor; una zona cercana a la masa cancerígena (y a las CSCs en los bordes) con un 

TME básicamente antiinflamatorio conteniendo mayoritariamente mCAFs y TAMs con 

polarización M2, y una zona más alejada constituyendo un sub-TME de tipo 

proinflamatorio con gran cantidad de iCAFs y TAMs de clase M1 (Figura 4). 

Ciertamente, convendría clarificar que el modelo alternativo de progresión tumoral 

presentado anteriormente dispone la localización de las CSCs en los bordes de la masa 

neoplásica primaria sólo en una fase avanzada de la cronología temporal de progresión. 

Por tanto, cabría suponer que la organización del TME en las 2 zonas 

proinflamatoria/antiinflamatoria también sería apreciable en etapas avanzadas de la 

progresión del cáncer primario, pero no en etapas más tempranas. 

 

 
Figura 4: Representación del TME en tumores sólidos primarios distinguiendo sus 

diferentes regiones. El TME está compuesto por un extenso entramado vascular, por vasos 

linfáticos, por factores solubles, por una matriz extracelular y por células estromales. Los factores 

moleculares liberados por las células cancerígenas, incluyendo a las CSCs, promueven la 

corrupción de las células estromales sanas, pero la naturaleza de las células malignas parece 
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condicionar de forma distinta al TME. Atendiendo a este fenómeno, se pueden observar 2 

regiones dentro del TME: a) Un TME de tipo antiinflamatorio/regenerativo localizado justo 

adyacente a las CSCs localizadas en los bordes de la masa tumoral, con gran abundancia de 

mCAFs y TAMs M2; b) Un TME de tipo inflamatorio en una zona más alejada de la masa 

tumoral, con gran cantidad de iCAFs y TAMs M1 (Figura tomada de [129]).  

 

Anteriormente se ha sugerido que la heterogeneidad de los CAFs y TAMs respecto de 

sus perfiles de expresión podría ser atribuible, al menos en parte, al tipo de cáncer y, por 

ende, al mecanismo molecular de corrupción subyacente al razonar que la emergencia 

de tanto los CAFs como los TAMs es precisamente a causa de dicha actividad molecular 

maligna.  En primer lugar, se han documentado una amplia variedad de factores 

secretados por las células malignas que tienen la capacidad de promover la corrupción 

de CAFs, siendo algunos ejemplos el PDGF, MMP7, TGFβ1, Sonic Hedgehog, 

prograstin, YAP [91], FGF [130], EGF [131] o SDF1 [132]. Paralelamente, se han 

definido varias rutas de señalización estrechamente relacionadas con los CAFs, tales 

como FAK, AKT, Activina A o la ruta YAP/TAZ [133]. En efecto, se puede vislumbrar 

una correlación entre el factor molecular que desencadena la transformación de los 

precursores celulares sanos en CAFs y los biomarcadores expresados finalmente por este 

tipo celular del TME. Una muestra de ello se materializa en la corrupción de fibroblastos 

sanos por el TGFβ1 secretado por las células cancerígenas que deriva en la formación 

de CAFs que expresan αSMA [134], fibronectina o calponina [111]. Apoyando la 

hipótesis acerca de la asociación entre los equilibrios moleculares específicos de cada 

tipo tumoral y los perfiles de expresión de los CAFs, se ha detallado una correlación 

entre diferentes tipos de melanoma cutáneos (carcinoma cutáneo de células basales, el 

carcinoma de células escamosas y el melanoma maligno) y subtipos específicos de CAFs 

en base a perfiles de expresión particulares [135]. Análogamente, se ha observado una 

asociación similar entre subtipos determinados de CAFs y diferentes líneas celulares 

pertenecientes a la misma clase de neoplasia maligna (líneas celulares MCF7 y MDA-

MB-231 de cáncer de mama) [136]. Asumiendo semejante dependencia, también debe 

destacarse que los equilibrios moleculares internos de un cierto tumor pueden cambiar o 

“evolucionar” durante la cronología temporal de su progresión. Un ejemplo 
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representativo de este fenómeno se percibe en la vía de señalización TGFβ, que pasa de 

actuar como supresora tumoral en las etapas iniciales de progresión de una neoplasia 

primaria a actuar como promotora tumoral en las etapas más avanzadas [137]. Así pues, 

este evento alcanzaría a explicar la correlación entre diferentes subclases de CAFs con 

patrones de expresión singulares y cánceres de mama con distinta graduación histológica 

[136]. Incluso a una escala más profunda, varios estudios han revelado que el status de 

la ruta TGFβ puede considerarse como un distintivo crucial para diferenciar a los iCAFs 

de los mCAFs [138][139][140]. De hecho, estos mismos trabajos presentan a los mCAFs 

como “CAFs sensibles al TGFβ” o como CAFs en estado avanzado de corrupción. En el 

mismo sentido, una investigación reciente de cáncer cervical ha señalado que los mCAFs 

sólo son detectables en algunos pacientes con el tumor en etapa avanzada de progresión 

y que se les vincula con un pobre pronóstico, la progresión de la patología y la aparición 

de metástasis [141]. Todo ello ciertamente encaja con el hecho referido anteriormente 

de que αSMA, fibronectina y  calponina son 3 marcadores fuertemente asociados tanto 

con el fenotipo funcional de mCAFs como con la corrupción de estas células por TGFβ. 

Internándose en el quid molecular subyacente a los iCAFs y mCAFs del PDAC, Biffi y 

colaboradores determinaron que las células cancerígenas secretaban en primera instancia 

IL1 para inducir CAFs con un fenotipo inflamatorio mediante la potenciación de la ruta 

JAK/STAT. Sin embargo, la exposición de estos iCAFs a TGFβ1 desencadenaba, de 

forma preferente, el paso desde iCAFs hasta mCAFs [109]. Por lo tanto, considerando 

que las CSCs suelen tener más activa la vía del TGFβ [142] y la sugerencia previa acerca 

de la aparición de las CSCs en una etapa avanzada de la progresión de los tumores sólidos 

primarios, podría hipotetizarse que los CAFs primero pasan por una etapa de iCAFs para 

finalmente alcanzar una fase de mCAFs.       

Por otra parte, no todos los tipos de cáncer establecen la misma relación con el sistema 

inmune del individuo. Reflejando esta circunstancia, se distinguen 6 subtipos de 

neoplasias en base al status del sistema inmune, i) tipo cicatrización; ii) tipo IFN-γ 

dominante; iii) tipo inflamatorio; iv) tipo deficiente en linfocitos y v) tipo 

inmunológicamente parado y tipo TGFβ dominante [143], probando alta heterogeneidad 

y complejidad. No obstante, los autores de este estudio también documentaron cierta 
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alineación no caótica entre los tumores y el sistema inmune en el TME. Por ejemplo, 

observaron una correlación entre ciertas mutaciones tumorales y el grado de infiltración 

de leucocitos en el TME. Apoyando tal hallazgo, otras investigaciones han reportado la 

asociación entre mutaciones específicas de tumores cerebrales y el perfil molecular de 

los TAMs en el TME [144]. De forma similar a los CAFs, se ha descrito que el 

comportamiento del sistema inmune también se ve alterado según se desarrolla el tumor, 

adquiriendo un rol más protumoral en las etapas avanzadas del desarrollo del cáncer 

[145]. Entrando en detalle sobre los TAMs, un trabajo de retinoblastoma ha señalado 

que la proporción de TAMs con polarización M1 parecía experimentar una disminución 

significativa en las etapas avanzadas e invasivas de la enfermedad [146]. En efecto, 

investigaciones previas han propuesto un modelo de desarrollo tumoral en el que en las 

etapas tempranas la ratio M1/M2 es alta, mientras que en etapas más avanzadas esta ratio 

disminuye [147][148]. Cabe destacar que el reclutamiento de TAMs y su polarización 

hacia fenotipo de tipo M1 es inducido por citoquinas inflamatorias secretadas por las 

células tumorales como el IFNγ [149] o TNFα [150], e incluso por los propios 

fibroblastos activos como los iCAFs [151]. Asimismo, se ha descrito una fuerte relación 

entre la activación de la ruta TGFβ y la polarización M2 de los TAMs [152][153].  

Tomando todos estos datos en consideración, nuestro grupo publicó en 2021 un trabajo 

exponiendo un modelo de desarrollo y evolución del TME en el que se proponía una 

estrecha reciprocidad entre el patrón de progresión de la masa tumoral sólida descrito 

previamente y la organización no caótica del estroma circundante [129]. En dicho 

esquema, la formación de una masa neoplásica maligna promovería la generación de un 

TME circundante de tipo proinflamatorio en las etapas iniciales de progresión de la 

enfermedad. Dicho TME proinflamatorio estaría constituido principalmente por iCAFs 

y TAMs con fenotipo M1 proinflamatorio. Con el avance de la patología, se destaca la 

aparición de las CSCs principalmente en los bordes de la masa tumoral, lo cual 

contribuiría a una alteración significativa en los equilibrios moleculares definitorios del 

cáncer en cuestión. Entre dichas alteraciones, cabría remarcar el aumento de la 

activación y secreción de TGFβ, lo que impulsaría el establecimiento de un TME de tipo 

antiinflamatorio/regenerativo justo adyacente a los límites de la masa tumoral y a las 
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CSCs. El referido TME antiinflamatorio/regenerativo estaría principalmente compuesto 

por mCAFs y TAMs con polarización M2 (Figura 5). 

 

 
Figura 5: Etapas de evolución del TME en relación al modelo alternativo de progresión 

tumoral. Primera etapa: tumor pequeño y localizado (sin diseminación a otros órganos). Segunda 

etapa: el tumor empieza a crecer y desencadena la generación de un TME de tipo inflamatorio 

con la presencia de iCAFs y TAMs M1. Tercera etapa: se distingue una gran acumulación de 

iCAFs y TAMs M1 y empieza a observarse CSCs en los bordes de la masa de tumor sólido. 

Cuarta etapa: se aprecia gran cantidad de CSCs en los bordes de la masa neoplásica, lo que induce 

un cambio en el equilibrio molecular del tumor, así como la generación de un TME de tipo 

antiinflamatorio/regenerativo adyacente a las CSCs, con mCAFs (también definidos como “CAFs 

sensibles al TGFβ”) y TAMs M2 (polarizados por la señalización derivada del TGFβ). En esta 

última etapa el cáncer tiene la capacidad para expandirse a otros órganos (Figura tomada de 

[129]). 

 

Exhibiendo un mayor rango de amplitud, la organización de las células cancerígenas 

también puede verse reflejada más allá del tumor primario, por ejemplo, en el ámbito de 

las plaquetas circulantes educadas por el tumor (del inglés: tumor-educated platelets; 
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TEPs) que podrían entenderse como una parte del TME en el torrente circulatorio. En 

este contexto, se ha puntualizado que los patrones de ARN de las TEPs tienen una fuerte 

analogía con el tipo de tumor primario e incluso con sus mutaciones específicas [154]. 

Como refuerzo extra de esta idea, se pueden detallar varios nexos de unión entre el 

comportamiento/propiedades del tumor primario y el crecimiento de la metástasis. En 

primer lugar, existen investigaciones de cáncer colorrectal que han asignado una base 

molecular de categoría regenerativa al crecimiento metastásico, caracterizada por la 

sobrexpresión de L1CAM [155]. Curiosamente, en este trabajo se destaca que tales 

perfiles moleculares de tipo regenerativo no eran el fundamento del origen/crecimiento 

del tumor primario. Asimismo, se ha indicado la validez de L1CAM como marcador 

molecular de las CSCs [156]. Estas aportaciones cobran especial relevancia al considerar 

la estrecha relación entre las CSCs y la aparición de un TME de tipo regenerativo en las 

etapas más avanzadas de progresión de un tumor primario, lo que podría asumirse como 

un paso previo a la aparición de metástasis. Por otra parte, se ha observado que el proceso 

de colonización del órgano diana de la metástasis por parte de las CTCs involucra la 

adaptación de los patrones de expresión genética de dichas células en base a un nuevo 

ambiente molecular y, por ende, la pérdida parcial de los equilibrios moleculares 

representativos del órgano de partida [157]. Sin embargo, conviene recalcar que los 

tumores metastásicos todavía suelen conservar ciertas características y perfiles de 

expresión relacionados con la localización del tumor primario, cual reflejo de sus 

orígenes. En efecto, se ha revelado la posibilidad de determinar la localización no 

detectada de un tumor primario mediante el análisis de los patrones de expresión genética 

del tumor metastásico (usando el algoritmo Iowa Net Site of Origin Classifier basado en 

perfiles de expresión particulares de distintos biomarcadores) [158]. Llamativamente, a 

lo largo de los años se ha observado una tendencia de ciertos tipos de tumores a generar 

metástasis de forma preferente en órganos particulares. Ejemplos representativos de esta 

circunstancia podrían ser la tendencia del cáncer de mama y próstata a metastatizar en el 

hueso [159], la predisposición del cáncer de páncreas para metastatizar en el hígado [89] 

o el caso de las metástasis pulmonares perpetradas por el carcinoma adenoide quístico 

salival [160]. Una posible explicación a ello podría ser la existencia de un “plan 
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molecular predeterminado” en las células malignas del tumor primario que las 

predispusiera a exhibir patrones de preferencia de la metástasis determinados. Como 

muestra de ello, se ha descrito CTGF-RUNX2-RANKL como un eje molecular a través 

del cual las células primarias MDA-MB-231 de cáncer de mama y las células PC3 de 

cáncer de próstata podrían generar futuras metástasis selectivas en el hueso [159]. En un 

nivel alternativo, el TME de la neoplasia primaria también puede ejercer un papel 

importante en la conducción selectiva de la metástasis. Se ha sugerido que algunos tipos 

celulares del TME primario, tales como los CAFs, podrían colaborar en el 

establecimiento en el cáncer primario de unas condiciones moleculares específicas 

similares a las del órgano del futuro nicho metastásico. Tal condicionamiento derivaría 

en la selección de subclones particulares de células tumorales con ventajas intrínsecas 

para la supervivencia y crecimiento en semejantes condiciones. Por lo tanto, dichos 

subclones celulares poseerían una tendencia para crecer y generar la metástasis en un 

órgano distante que tuviera unos equilibrios moleculares similares a los referidos [161]. 

Adicionalmente, la localización no azarosa de las metástasis podría atribuirse a otras 

causas más allá de determinadas alteraciones moleculares intrínsecas de las células 

metastásicas (CSCs o CTCs). Tal es el caso de la formación predeterminada del NP en 

órganos específicos y no de forma aleatoria. De acuerdo a esta suposición, se ha 

detallado que el pretratamiento de ratones con medio condicionado de melanoma 

seguido por la inoculación de células de carcinoma pulmonar de Lewis (definidas por 

tener la capacidad de metastatizar únicamente en el otro pulmón) ocasionó la aparición 

de tumores metastásicos no sólo en el pulmón, sino también en los oviductos, el bazo, el 

intestino y riñones (sitios de metástasis comunes del melanoma) [162]. Específicamente, 

se puede establecer un nexo de unión entre la localización particular del NP y el 

contenido de las vesículas extracelulares como los exosomas procedentes de las células 

malignas de la neoplasia primaria. Como ejemplo, se ha demostrado que exosomas con 

integrina α6β4 (derivados de cáncer de mama y páncreas) iban dirigidos específicamente 

a los fibroblastos pulmonares mientras que exosomas con integrina α6β1 eran 

preferentemente incorporados por células epiteliales pulmonares (produciéndose 

metástasis pulmonar en ambos casos). Por otra parte, el mismo estudio reveló que 
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exosomas con integrina α5β5 inducían la metástasis en el hígado al ser integrados por 

las células de Kupffer [163]. Además de los patrones de integrinas, otras moléculas como 

las tetraspaninas también desempeñan un rol relevante en este aspecto. Una muestra de 

ello reside en los exosomas con TSPAN8-a4 selectivamente incorporados por células 

endoteliales frente a los exosomas con TSPAN8-a6b4 preferentemente captados por 

fibroblastos [164]. Como apunte notorio, a la hora de dirigir los exosomas hacia dianas 

particulares, cobra mayor relevancia la existencia de complejos proteicos como 

tetraspaninas-integrinas en la superficie de los exosomas que la presencia de ciertos 

factores expresados de forma individual [165].  

En definitiva, se puede considerar que tanto el contenido de los exosomas como su 

configuración proteica en su superficie estarían íntimamente ligados al equilibrio 

molecular de la célula cancerígena parental en cuestión. En efecto, se han descrito 

diferentes marcadores moleculares de exosomas en virtud de la etapa de progresión 

tumoral [166], en consonancia con los cambios en los equilibrios moleculares 

observados durante la progresión de la neoplasia primaria. Por ende, parece razonable 

asumir que el crecimiento metastásico en localizaciones no azarosas, así como parte de 

sus características moleculares podría entenderse como un reflejo directo del perfil 

molecular del tumor primario (Figura 6). 
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Figura 6: Formación del nicho pre-metastásico en localización no azarosa. La constitución del nicho 

pre-metastásico, conteniendo tanto CAFs como TAMs, acontece antes del crecimiento del tumor 

metastásico y su generación está ligada a factores solubles y exosomas liberados por el tumor primario. Los 

patrones específicos de integrinas en la superficie de los exosomas pueden condicionar las dianas celulares 

particulares de dichos exosomas. El perfil molecular del nicho pre-metastásico, así como su localización en 

órganos específicos podría ser considerados como un reflejo del tumor primario y sus equilibrios 

moleculares (Figura tomada de [129]). 

 

 

4. INFLAMACIÓN CRÓNICA Y LA ALTERACIÓN DE LAS 
DEAMINASAS COMO MOTORES DE LA PROGRESIÓN 
TUMORAL   
 

Ciertamente, los intentos de unificar en un único modelo la progresión de una gran 

mayoría de tipos tumorales son realmente arduos teniendo en cuenta la inmensa 

variabilidad de la patología. No obstante, se pueden identificar varios elementos 

comunes a la inmensa mayoría de neoplasias malignas, siendo uno de ellos la 

inflamación crónica. Una amplia gama de estudios han presentado la inflamación como 
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un rasgo distintivo del cáncer, puntualizando su importante rol en la génesis tumoral, la 

progresión de la enfermedad e incluso en la aparición de metástasis [167] [168]. Otro 

elemento en común descrito en una gran variedad de tumores es la desregulación de 

ciertos factores proteicos conocidos como “deaminasas”. Estas moléculas constituyen 2 

grupos principales de enzimas con capacidad de modificar algunos tipos de nucleótidos 

para transformarlos en otros distintos (proceso de edición de nucleótidos). El primer 

grupo lo conforman las deaminasas de citidina que tienen la capacidad de convertir la 

citosina en uracilo. Uno de los componentes de este grupo es AID (del inglés: activation-

induced cytidine deaminase) que tiene la capacidad de actuar en hebras simples de ADN 

y que, en condiciones fisiológicas, se expresa principalmente en los linfocitos B donde 

cumple un papel importante en la diversificación de los anticuerpos participando en 

procesos clave como la “hipermutación somática” y el “intercambio de clase por 

recombinación” [169]. En el mismo grupo de deaminasas también se puede identificar a 

la familia APOBEC (del inglés: Apolipoprotein B mRNA Editing Catalytic Polypeptide-

like), compuesta por 11 miembros con el potencial de actuar en hebras simples tanto de 

ADN como de ARN [170]. El segundo conjunto está constituido por las deaminasas de 

adenosina que se caracterizan por su capacidad para promover la transición desde 

adenina hasta inosina. En representación de dicho conjunto, la familia ADAR (del inglés: 

adenosine deaminase acting on RNA) comprende un grupo de 3 miembros con la 

habilidad de editar hebras de ARN y, por tanto, con un papel relevante como reguladores 

post transcripcionales. En mamíferos, se han identificado 3 factores en este grupo: 

ADAR1 que actúa principalmente en secuencias repetitivas y no codificantes de ARN 

como es el caso de los motivos ALU; ADAR2 que, esencialmente, edita secuencias de 

ARN no repetitivas y codificantes; ADAR3 que actúa como inhibidor de ADAR1 y 2 

[171]. Además, el splicing alternativo del gen ADAR1 deriva en la generación de la 

isoforma ADAR1p110 de localización nuclear y la isoforma ADAR1p150 de 

localización básicamente citoplásmica [172]. Una variedad de investigaciones han 

expuesto la implicación de las deaminasas en la biología del cáncer, incluyendo a AID 

[173] [174], APOBECs [175] [176] y ADARs [177]. En efecto, este último dato relativo 

a ADARs se revela en consonancia con el hecho de que una gran mayoría de tumores 
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reflejan un aumento generalizado de la actividad editora (Adenina-Inosina) de ARN, 

fenómeno asociado con el cuadro clínico de los pacientes [177]. Llamativamente, se ha 

mostrado la asociación íntima entre la inflamación persistente y la inducción de la 

expresión de AID [178]. Mas concretamente, Zong y colaboradores comprobaron que el 

factor proinflamatorio TNFα así como la ruta de señalización proinflamatoria NFKβ 

estaban implicados en la regulación al alza de AID [179]. En el mismo sentido, se ha 

mostrado una estrecha relación entre ciertas citoquinas inflamatorias, tales como IL1, 

IL6, IFN o TNFα, y la potenciación de la expresión de miembros de la familia APOBECs 

[180]. Como ejemplo representativo, se ha caracterizado la vinculación entre la ruta de 

señalización de IFNγ y la expresión de APOBEC3B o APOBEC3C [181]. 

Recíprocamente, el bucle de retroalimentación positiva de IL6 promovido por 

APOBEC3B ha sido resaltado como un mecanismo de sustento de la inflamación crónica 

en el carcinoma hepatocelular mediante la activación constitutiva de la ruta 

JAK1/STAT3 [182]. Bajo el mismo sesgo, otros estudios han confirmado la inducción 

de APOBEC3B por la ruta proinflamatoria NFKβ, tanto por su vía canónica como no 

canónica [183]. Paralelamente, también se ha reportado la potenciación de la expresión 

de APOBEC3A desencadenada por factores proinflamatorios, incluyendo a IFNα, IFNγ 

o LPs [184][185]. Trascendiendo más allá de las propias células tumorales, la actividad 

de APOBEC3A también puede desempeñar un rol de importancia en las células del 

estroma tumoral. Concretamente, se ha documentado que APOBEC3A condiciona la 

polarización de los monocitos/macrófagos, incluyendo a los TAMs, hacia un fenotipo 

M1 de tipo proinflamatorio por medio de su capacidad editora de ARN [185]. Por lo 

tanto, la proposición de un papel significativo de la familia APOBECs en la constitución 

del TME de tipo proinflamatorio es tentadora. Con respecto a ADARs, cabría destacar 

la inducción de la edición Adenina-Inosina de ARN, promovida a través de la vía 

proinflamatoria JAK/STAT3, observada en CSCs de leucemia [186]. Ciertamente, 

procede especificar que la isoforma nuclear ADAR1p110 exhibe una expresión 

constitutiva y estable en el tiempo mientras que la expresión de la isoforma citoplásmica 

ADAR1p150 puede verse incitada por factores proinflamatorios como el interferón 

[187]. Específicamente, cabe destacar que ADAR1 parece actuar como un regulador 
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negativo de la inflamación. Como ejemplo, se ha reportado que, en células de cáncer 

gástrico, ADAR1 promovía la regulación al alza de miR-302a y, con ello, se inducía la 

inhibición del eje IRF9/STAT1 junto con el bloqueo de la ruta proinflamatoria del 

interferón [188]. En este mismo sentido, se ha visto que ADAR1, además de bloquear la 

señalización dependiente del interferón, también hace lo propio con la vía 

proinflamatoria desencadenada por el factor TNFα [189]. Tomando en consideración 

estos datos, la regulación negativa de la inflamación por parte de ADAR1 podría 

asumirse como un bucle de retroalimentación negativa con el fin de controlar la 

inflamación persistente y evitar con ello una potenciación crónica a posteriori de la 

expresión de ADAR1. Curiosamente, se ha mostrado la importancia de un aumento de 

la expresión de la isoforma ADAR1p150, pero no de la isoforma ADAR1p110, en la 

progresión, agresividad y crecimiento de varios tipos tumorales como la leucemia 

mieloide aguda [190], el cáncer de mama triple negativo [191] o el melanoma [192].  Así 

pues, este evento podría sugerir que la inflamación crónica característica del cáncer 

superaría el mencionado control negativo sobre la misma ejercido por ADAR1 y que 

sería la isoforma ADAR1p150 en particular la que tomaría protagonismo en el contexto 

de la inflamación. En equivalencia a lo dispuesto en el campo de las APOBECs, se 

pueden apreciar paralelismos que sugieren que la actividad de ADAR1 también podría 

tener relevancia en el establecimiento del TME alrededor de la masa tumoral. Como 

muestra de dicha circunstancia, hay estudios que muestran la expresión de ADAR1 en 

los CAFs, así como su asociación con la abundancia de este tipo celular en el cáncer 

colorrectal y con la expresión de biomarcadores específicos, siendo un ejemplo 

representativo el BAPα [193]. En efecto, los autores de este artículo demostraron que el 

cultivo de fibroblastos sanos con medio condicionado procedente de células de tumor 

colorrectal derivaba en la sobreexpresión de ADAR1 y en el aumento de la capacidad 

invasiva de este tipo de célula estromal por medio de la edición nucleotídica del 

transcrito de AZIN1. En concordancia con su potencial antiinflamatorio, se ha observado 

que su sobreexpresión en macrófagos impulsa la polarización de los mismos hacia un 

fenotipo M2 de tipo antiinflamatorio a través del eje ADAR1/miR-21/FOXO1/IL10 

[194]. Así pues, resultaría razonable suponer que ADAR1 posiblemente desempeñe un 
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rol importante en la generación de M2 TAMs y del TME de tipo 

regenerativo/antiinflamatorio. En definitiva, todos estos datos revelan que la 

expresión/actividad de las 3 familias principales de deaminasas, AID, APOBECs y 

ADARs (resaltando a la isoforma citoplásmica ADAR1p150), se encuentra potenciada 

por la inflamación. Sin embargo, cabría destacar una diferencia significativa entre las 

APOBECs y ADARs: mientras que las APOBECs están impulsadas por la inflamación 

y su actividad deriva en el sustento adicional de dicha respuesta inflamatoria 

(retroalimentación positiva), la expresión de ADARs está también inducida por rutas 

inflamatorias pero la actividad ejercida por esta familia de enzimas conduciría a una 

inhibición de la inflamación (ciclo de retroalimentación negativo) (Figura 7).  

 

 
Figura 7: Relación entre inflamación crónica y desregulación de las deaminasas. El tejido 

inflamado libera gran cantidad de citoquinas inflamatorias, tales como TNFα, IFN, IL1 o IL6. 

Este fenómeno desencadena la activación de rutas de señalización proinflamatorias, siendo la vía 

NFKβ una muestra representativa. Semejante respuesta proinflamatoria promovería la 

potenciación de la actividad editora de nucleótidos, tanto en moléculas de ADN como de ARN, 
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de las diferentes familias de deaminasas (AID, APOBECs y ADARs). Se establece un mecanismo 

de retroalimentación positivo por el que la actividad de las APOBECs potencia la inflamación 

crónica, mientras que la actuación de las ADARs sería más propensa a inhibir/controlar la 

inflamación mediante la constitución de un ciclo de retroalimentación negativo (Figura tomada 

de [195]).  

 

Procede dedicar especial atención a la implicación de ADARs en los cambios de fenotipo 

que experimentan las células en ciertas condiciones. A este respecto, se ha señalado el 

papel significativo de ADAR1 en la plasticidad fenotípica requerida para completar la 

creación de células madre pluripotentes inducidas a partir de la reprogramación de 

células somáticas [196].  Acotando el enfoque hacia el rol de ADARs en las CSCs, Crews 

y colaboradores caracterizaron la existencia de eventos de edición nucleotídica de ARN 

específicos de las CSCs de leucemia, pero no de las células malignas con fenotipo más 

diferenciado [197], lo cual sugiere una interesante relación entre ADAR y la plasticidad 

fenotípica de las CSCs. De hecho, un estudio reciente ha demostrado la implicación de 

la edición nucleotídica de ARN dependiente de ADAR1, concretamente de la isoforma 

ADAR1p150 potenciada por la inflamación, y la evolución de células madre pre-

leucémicas hasta CSCs de leucemia [190]. Acorde a esta línea de razonamiento, se 

pueden reconocer otros indicios como es el caso del vínculo entre ADAR1 y el proceso 

EMT. Estudios en carcinoma oral de células escamosas muestran el papel de ADAR1, 

tanto de la isoforma ADAR1p110 como de la ADAR1p150, en la progresión del proceso 

EMT desencadenado tras un tratamiento con TGFβ [198]. De hecho, los autores de este 

trabajo hallaron una conexión entre la sobreexpresión de ADAR1 y la capacidad invasiva 

de las células malignas, su migración y proliferación. También se describe una 

correlación positiva entre la sobreexpresión de ADAR1 y una etapa avanzada de 

desarrollo tumoral con presencia de metástasis en nódulos linfáticos y un mal pronóstico 

clínico. De forma similar, se ha visto que una alta expresión de ADAR1 en células 

cancerígenas de PDAC potencia la proliferación celular, la migración, la capacidad 

invasiva y el proceso EMT, mediante el eje circNEIL3/miR-432/ADAR1. De esta 

manera, se observa una correlación entre la sobreexpresión de ADAR1 y ciertas 

características clínicas como el desarrollo de metástasis y la etapa de evolución de la 
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patología [199]. Otro estudio en carcinoma de tiroides muestra que la potenciación de la 

actividad editora de nucleótidos en ARN dependiente de ADAR1 (destacando la 

isoforma ADAR1p150) fomentaba la proliferación celular, su migración, su potencial 

invasivo, el proceso EMT y la transición de la enfermedad a una etapa más agresiva con 

un fenotipo celular menos diferenciado [200]. En particular, se ha mostrado la relevancia 

de la edición del miR-200b en el referido papel oncogénico de ADAR1, sugiriendo con 

ello el gran potencial de la edición de ARN en la alteración del transcriptoma celular y 

en la modulación del comportamiento de la enfermedad del cáncer. De hecho, se ha 

descrito que la edición nucleotídica Adenina-Inosina de moléculas de ARN tiene la 

capacidad de inducir alteraciones en la estructura de transcritos, en su estabilidad, en su 

localización subcelular, en su secuencia codificante, en la afinidad de unión de ciertos 

factores de ARN con función reguladora e incluso en los procesos de splicing [201]. Por 

otra parte, se ha expuesto que el potencial regulador de las deaminasas de ARN se 

extiende más allá de su mera actividad editora. Un buen ejemplo de ello sería la 

regulación negativa de la expresión de ITGB3 en melanoma (a nivel transcripcional y 

postranscripcional) llevada a cabo por ADAR1 a través de un mecanismo independiente 

de su función editora [202]. Regresando al contexto de la edición nucleotídica de ARN, 

un estudio reciente ha descrito multitud de eventos de edición Adenina-Inosina que 

acontecen en el proceso de diferenciación de células madre pluripotentes inducidas en 

cardiomiocitos [203]. Los autores indicaron que una pequeña, pero estadísticamente 

significativa, proporción de dichos cambios tenía lugar en las secuencias codificantes de 

transcritos, lo cual conducía a la aparición de cambios en la secuencia de aminoácidos 

de las proteínas finales con la consiguiente alteración funcional. En adición a lo 

anteriormente expuesto, se ha visto que los eventos de edición Adenina-Inosina de ARN 

localizados en la región reguladora 3’UTR de transcritos suceden con frecuencia en 

muchos tipos de tumores y que ello puede modificar las secuencias del transcrito que 

son reconocidas por miARNs, derivando pues, en una alteración de los equilibrios 

reguladores transcrito/miARN (los miARNs tienen la habilidad de neutralizar a aquellos 

transcritos genéticos que reconocen). Una muestra de este fenómeno sería la edición del 

transcrito DFFA que lo hace reconocible por el miR-140-3p, traduciéndose en un cambio 
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fenotípico de células de cáncer de mama [204]. Un acontecimiento similar puede ser 

observado cuando la actividad editora de ADARs actúa en los propios miARNs, 

concretamente en sus secuencias reguladoras responsables del reconocimiento de 

transcritos específicos [205]. Así mismo, puede apreciarse otra vía extra de regulación 

por parte de ADAR1 si se considera su interferencia en el proceso de biogénesis de los 

miARNs. En efecto, se ha descrito que ADAR1 posee la habilidad de interaccionar 

físicamente con los precursores del miR-21 y promover así una reducción de su 

expresión y, con ello, inducir un cambio radical en la polarización fenotípica de 

macrófagos [194]. Además, ADAR1 también puede alterar el procesamiento de 

moléculas de ARN no codificantes (como los miARNs) mediante un procedimiento 

diferente como es el caso de la interacción con el factor DICER implicado en el 

procesamiento de los miARNs [206]. Así pues, esta circunstancia junto con la 

desregulación de ADARs en el tumor podría explicar la presencia de diferentes patrones 

de miARNs en células sanas de colon, en células diferenciadas de carcinoma colorrectal, 

en CSCs de cáncer colorrectal e incluso en pacientes con distintas fases clínicas de la 

patología incluyendo la etapa metastásica [207]. Aparte de los miARNs, existen otros 

mecanismos capaces de regular la expresión de un transcrito específico, siendo los 

procesos de splicing alternativo un buen ejemplo que se traduce en la generación de 

diferentes isoformas de un mismo factor molecular. De hecho, se ha documentado que 

las secuencias nucleotídicas relacionadas con la regulación del mecanismo de splicing 

(contenidas en los propios precursores inmaduros de los transcritos) frecuentemente 

sufren eventos de edición Adenina-Inosina [208]. Por otra parte, ADAR1 también tiene 

el potencial de influir indirectamente en los procesos de splicing alternativo por medio 

de la edición nucleotídica de los transcritos de los factores proteicos involucrados 

directamente en dichos procesos. Una muestra de ello es que la edición del transcrito de 

CDK13 (un factor regulador del proceso de splicing), mediada por ADAR1, derivaba en 

la modificación de los patrones de splicing en células de cáncer de tiroides y promovía 

la supervivencia celular, la proliferación y la capacidad invasiva [209]. Bajo una 

perspectiva reguladora más amplia, el análisis del contenido exosómico ha sido 

caracterizada como una herramienta con potencial diagnóstico en el cáncer [210]. Tal 
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circunstancia sugiere la presencia de diferente contenido exosómico, incluyendo 

moléculas de ARN tales como transcritos genéticos o miARNs, en virtud de la etapa de 

progresión tumoral, de la agresividad de la enfermedad, de su capacidad metastásica o 

de su resistencia a una terapia determinada. Análogamente, se ha mostrado que el 

contenido en miARNs de las vesículas extracelulares (incluyendo exosomas) procedente 

de células del TME, como los CAFs, difería del contenido de las vesículas extracelulares 

procedentes de los fibroblastos sanos [211]. Así mismo, se ha determinado la existencia 

de motivos de secuencia particulares contenidos en los propios miARNs, nombrados 

como “motivos de localización superficial”, responsables del empaquetamiento de un 

miARN en cuestión dentro de las vesículas extracelulares producidas por la célula [212]. 

Cabe destacar que la presencia de secuencias exclusivas de 25 nucleótidos, catalogadas 

en terminología inglesa como “zip code-like sequences”, localizadas en la región 3’UTR 

de los transcritos de genes se encuentran asociadas con la introducción de dichos 

transcritos en exosomas [213]. Ante tal disposición, sería razonable asumir que una 

desregulación de ADARs durante la progresión tumoral podría también afectar a dichas 

secuencias de empaquetamiento exosómico derivándose en una perturbación de la 

comunicación intercelular y, con ello, contribuyendo a añadir un grado más de 

complejidad a la profunda alteración del transcriptoma celular (Figura 8). 
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Figura 8: Las ADARs inducen una profunda alteración del transcriptoma celular. El panel 

A muestra la edición de transcritos de genes (mARN) mediada por ADARs. ADARs pueden 

alterar el proceso de maduración de los precursores inmaduros de los transcritos (pre-mARN) 

mediante la interferencia con el proceso de splicing. Además, ADARs pueden editar nucleótidos 

en diferentes regiones del transcrito maduro. Como ejemplo, ADARs pueden modificar los 

“motivos reguladores de miARN” situados en la región 3’UTR del mARN y, por ende, ello tiene 

el potencial de alterar el reconocimiento de un mARN por miARNs particulares. Adicionalmente, 

ADARs son capaces de actuar en la región codificante del mARN maduro y, con ello, alterar las 

características de la proteína final. El panel B representa la modificación de miARNs por la 

actividad editora de nucleótidos en moléculas de ARN. ADARs pueden alterar la biogénesis de 

miARNs de múltiples maneras; mediante la edición directa de los precursores moleculares 

inmaduros o a través de la interacción física con factores reguladores del proceso en cuestión, 

como es el caso de DICER. Por otra parte, ADARs pueden actuar en el miARN maduro y alterar 

las “secuencias de reconocimiento de mARN” y, de esta manera, interferir en el potencial de un 

cierto miARN para reconocer y regular a transcritos genéticos específicos. El panel C muestra el 

potencial de la edición nucleotídica para alterar el contenido de los exosomas y regular así la 

comunicación intercelular. La actividad editora derivada de ADARs tiene la capacidad de 

modificar ciertas secuencias localizadas en los propios transcritos genéticos y miARNs, tales 

como las “secuencias zip code” o los “motivos de localización superficial” respectivamente 

(referidos en la imagen como “motivos de empaquetamiento”). La edición nucleotídica de estas 

secuencias específicas puede condicionar el empaquetamiento de mARNs y/o miARNs 

particulares dentro de vesículas extracelulares como exosomas y, con ello, puede alterar la 

comunicación intercelular, así como la coordinación en el comportamiento de una población 

celular determinada (Figura tomada de [195]). 

 

Notablemente, el descontrol de la actividad de las deaminasas podría integrarse en el 

modelo de desarrollo tumoral previamente referido. En primer lugar, puede apreciarse 

un nexo entre la actividad potenciada de las deaminasas de ADN y la acumulación 

progresiva de mutaciones durante el crecimiento del tumor primario junto con la 

generación de la heterogeneidad genética intra-tumoral, establecido por el modelo 

estocástico. De hecho, se ha propuesto la existencia de diferentes patrones mutacionales 

distintivos de APOBECs en numerosos tipos tumorales [214]. Análogamente, se ha 
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observado espectros mutacionales específicos de AID en algunos subtipos de linfomas 

[215]. Por lo tanto, no es de extrañar que se haya asociado a las deaminasas de ADN con 

la aparición de subclones de células malignas genéticamente distintos en un mismo 

tumor, como es el caso de APOBEC3B y el cáncer de mama [216] o el caso de AID en 

el linfoma de células B [217]. Otros estudios han propuesto modelos de crecimiento 

tumoral sustentados en cambios en las pautas mutacionales, atribuidas a las deaminasas, 

producidos durante la cronología de progresión de la enfermedad [147]. Más aún, tanto 

la hiperactivación de AID como de APOBECs han sido relacionadas con la génesis 

tumoral [217] [218], lo cual sugiere el papel crucial de la edición nucleotídica de ADN 

no sólo en la progresión de la enfermedad, sino también como punto de inicio de la 

misma. En lo referente a la variabilidad intra-tumoral a nivel fenotípico/funcional 

(establecida por el modelo jerárquico y dinámico), parece congruente aceptar que las 

modificaciones epigenéticas, incluyendo la edición nucleotídica de ARN, juegan un 

papel central al considerar la vinculación entre ADARs y la adquisición del fenotipo 

CSC. En el contexto de la epigenética, se ha indicado que AID puede actuar también 

como un desmetilador de ADN [219]. Un estudio focalizado en el carcinoma renal reveló 

que la actividad de AID como demetilador, por encima de su potencial como inductor 

de mutaciones, se relaciona con la proliferación, invasión, migración y metástasis de las 

células malignas, así como con la promoción del proceso EMT [220]. Resultados 

similares fueron mostrados por Li y colaboradores en un trabajo en el que AID 

potenciaba la proliferación celular, la migración y la capacidad invasiva del cáncer de 

vejiga mediante la desmetilación del ADN [221]. Reforzando esta hipótesis, estudios 

previos han señalado que el proceso de metástasis (presumiblemente llevado a cabo por 

las CSCs) podría basarse principalmente en cambios epigenéticos más que en la 

adquisición de mutaciones determinadas [222]. Curiosamente, se ha establecido la 

importancia de la acción combinada de la edición nucleotídica tanto de ADN como de 

ARN en la progresión de los tumores, siendo la leucemia mieloide aguda una muestra 

representativa de este fenómeno [190]. Concretamente, los autores de esta investigación 

señalaron que la mutagénesis atribuida a la acción de miembros de la familia APOBECs 

adquiría el rol de “prerrequisito” necesario antes de que la acción editora de ADAR1 
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pudiera culminar con las alteraciones fenotípicas previamente sugeridas (las células 

malignas con estas mutaciones clave reaccionarían de forma diferente a las señales 

moleculares externas). En otras palabras, se sugiere una mayor relevancia de la actividad 

editora de ARN vinculada a ADARs en las etapas avanzadas del crecimiento tumoral 

más que en las etapas iniciales, a posteriori tras la adquisición de alteraciones genéticas 

clave. En consonancia con ello, la edición de los transcritos CSF3R, MSH2, NUMA1 y 

KDM2 dependiente de ADARs ha sido evidenciada sólo en las lesiones metastásicas 

(etapa avanzada) de cáncer pulmonar pero no en las neoplasias primarias del mismo tipo 

tumoral [223]. Como añadidura, otros estudios han destacado la importancia del 

potencial combinado de las alteraciones genéticas y de factores ambientales en la 

biología del cáncer. Por ejemplo, se ha probado que la mutación del gen KRAS por sí 

misma no es suficiente para desencadenar el PDAC, sino que se requiere de 

modificaciones epigenéticas adicionales (como cambios en patrones de metilación) 

atribuidas a un ambiente de daño tisular/proinflamatorio [224]. En un estudio [195] 

publicado recientemente por nuestro grupo se integra la inflamación, el descontrol de las 

deaminasas y el modelo alternativo de progresión tumoral, proponiéndose la siguiente 

secuencia de acontecimientos. En primer lugar, un trasfondo de inflamación no 

controlada/persistente promueve la desregulación de las deaminasas de ADN (AID y 

APOBECs) y, con ello, la acumulación de mutaciones/alteraciones genéticas. 

Simultáneamente, la emergencia de ciertas modificaciones epigenéticas, tales como 

cambios en las pautas de metilación atribuidos a AID, contribuirían junto con las 

mutaciones a la génesis tumoral. Desde las primeras etapas del crecimiento, el tumor 

primario induciría la generación de un TME de tipo proinflamatorio (con iCAFs y TAMs 

M1) acorde con la retroalimentación positiva de la inflamación vinculada con 

APOBECs. En dicho contexto de inflamación sostenida, se apreciaría el crecimiento del 

tumor primario acorde al modelo estocástico, destacándose la generación de la 

heterogeneidad genética intra-tumoral (atribuida a la actividad constante de las 

deaminasas de ADN AID y APOBECs). En esta etapa, procede destacar la acumulación 

de las mutaciones cruciales que anteriormente han sido catalogadas como “prerrequisito” 

anterior a la culminación de cambios fenotípicos en las células. En una etapa más 
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avanzada, tomaría protagonismo un tipo concreto de alteración epigenética: la edición 

nucleotídica de moléculas de ARN mediada por ADARs. Dicho fenómeno estaría 

presente desde las primeras etapas de desarrollo tumoral, pero sería en esta etapa más 

avanzada cuando adquiriría especial relevancia tras el cumplimiento del prerrequisito 

mutacional. La desregulación de ADARs estaría apoyada por la inflamación sostenida 

en el tiempo y todo ello promovería que las células cancerosas diferenciadas de los 

bordes de la neoplasia pasaran a ser CSCs en consonancia con el modelo dinámico. La 

aparición de las CSCs coexistiría con la generación del TME 

antiinflamatorio/regenerativo adyacente a los bordes de la masa tumoral, concordando 

también con la retroalimentación negativa de la inflamación propiciada por ADARs. 

Para finalizar, las CSCs inducirían la aparición de tumores metastásicos de acuerdo al 

modelo jerárquico. Puesto que esta última fase también implicaría cambios fenotípicos 

significativos (diferenciación de las CSCs), sería admisible hipotetizar la importancia de 

un cambio destacable en la actividad de ADARs ligada al crecimiento metastásico 

(Figura 9).   
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Figura 9: Combinación de la inflamación y las deaminasas en el modelo alternativo de 

progresión tumoral. En el panel A se muestra un trasfondo de inflamación crónica que puede 

derivarse en la alteración de la actividad de las deaminasas tanto de ADN como de ARN (AID, 

APOBECs y ADARs). En el panel B se aprecia la aparición y crecimiento estocástico del tumor 

primario en sus primeras etapas. Se resalta la colaboración de modificaciones tanto epigenéticas 

(como cambios en pautas de metilación genómica) como genéticas en la génesis tumoral, mediada 

por las deaminasas de ADN. Además, la edición nucleotídica constitutiva del ADN, sostenida por 

la inflamación, induce la variabilidad intra-tumoral a nivel genético/mutacional (en consonancia 

con el modelo estocástico). Adicionalmente, se promueve la generación de un TME 

proinflamatorio con iCAFs y TAMs M1 gracias, al menos en parte, a la retroalimentación positiva 

de la inflamación perpetrada por APOBECs. En el panel C se observa una etapa más avanzada 

del desarrollo tumoral en la que las CSCs aparecen en los bordes de la masa neoplásica. Se destaca 

la participación de las modificaciones epigenéticas, como la edición nucleotídica de ARN, en el 

cambio fenotípico acontecido en las células malignas diferenciadas de los bordes de la masa 

tumoral que adquieren un fenotipo troncal (de acuerdo al modelo dinámico). Por otra parte, la 

emergencia de la población de CSCs induce la generación de un TME de tipo 

antiinflamatorio/regenerativo con mCAFs y TAMs M2 justo adyacente a los bordes tumorales 

donde se localizan las CSCs. En tal evento, las ADARs probablemente desempeñan un papel 

importante en congruencia con su control negativo de la inflamación. En el panel D se expone la 

etapa final del desarrollo tumoral en la que las CSCs migran, alcanzan el torrente sanguíneo por 

un proceso de intravasación y finalmente colonizan un órgano distante. En dicho órgano, las 

CSCs generarían un tumor metastásico en consonancia con el modelo jerárquico. Puesto que en 

tal proceso las CSCs deben generar todas las subpoblaciones de una nueva masa tumoral, las 

CSCs deben sufrir nuevos cambios fenotípicos (proceso de diferenciación). Por ende, sería 

razonable hipotetizar un rol relevante para ADARs en esta última etapa (Figura tomada de [195]). 

 

En este punto, sería relevante notar que la edición nucleotídica de transcritos tendría una 

naturaleza transitoria en el tiempo al considerar la corta vida media de las moléculas 

basadas en ARN [225]. Por ende, este hecho refuerza la importancia de la inflamación 

crónica, más que una respuesta inflamatoria aguda/puntual, desencadenada y mantenida 

desde las etapas tempranas del desarrollo tumoral para así permitir la inducción de 

cambios fenotípicos significativos y duraderos a posteriori mediados por ADARs. Por 

otro lado, también cabría hacer un inciso aclaratorio dado que podría resultar insólito el 
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hecho de que el propio tumor generara desde las primeras etapas un TME 

proinflamatorio con TAMs M1 con capacidad antitumoral. No obstante, se ha descrito 

que las células cancerosas pueden desarrollar mecanismos para evitar ser identificadas 

por los macrófagos y así evadir al sistema inmune, siendo la sobreexpresión de CD47 un 

ejemplo representativo de este fenómeno [226]. En otras palabras, las células tumorales 

tienen la habilidad de evadir a los TAMs M1 además de, indirectamente, beneficiarse 

del ambiente inflamatorio. Por otra parte, los TAMs M2 apoyarían la progresión tumoral 

de una forma independiente al contexto de inflamación. A este respecto, es correcto 

señalar que no todos los tipos tumorales se asocian necesariamente a una inflamación 

crónica. No obstante, incluso en ausencia de inflamación el modelo de progresión 

expuesto sería válido si consideramos que la desregulación de las deaminasas (eje 

conductor del modelo) también puede estar ocasionada por otro tipo de circunstancias. 

Como ejemplo, la desregulación de APOBEC3C mediada por mutación del gen o por 

mecanismos epigenéticos como la participación de ARN no codificantes ha sido 

relacionada con la progresión del cáncer de mama [227].  

Una vez expuesto el nuevo modelo de desarrollo tumoral, procedemos a centrarnos en 

el cáncer de páncreas, objetivo concreto de la presente tesis doctoral. Enmarcando la 

heterogeneidad anteriormente mencionada, los tumores pancreáticos reúnen a un 

conjunto de neoplasias tradicionalmente clasificadas en varios subtipos de acuerdo a 

criterios histológicos e inmunohistoquímicos (expresión de biomarcadores). En base a 

estos criterios y atendiendo a la similitud con las 3 categorías de diferenciación celular 

en el páncreas sano (fenotipo ductal, acinar o neuroendocrino), se pueden identificar el 

PDAC, el carcinoma de células acinares, el tumor neuroendocrino, la neoplasia 

pseudopapilar (con características inespecíficas), el pancreatoblastoma (mezcla entre el 

tipo acinar y el neuroendocrino) y el carcinoma acinar mixto (subtipo poco frecuente) 

[228]. No obstante, la tipificación de las neoplasias pancreáticas en subgrupos 

adicionales (que condicionan significativamente la estrategia terapéutica) puede alcanzar 

una complejidad incluso superior si se considera el análisis de marcadores genéticos, de 

la estructura genómica, del transcriptoma, de patrones morfológicos de crecimiento, de 

la proteómica, del equilibrio metabólico o del status del sistema inmune [229]. Incluso 
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con esta amplia gama de datos analíticos, la heterogeneidad del cáncer todavía genera 

complicaciones en el diagnóstico clínico de tumores pancreáticos. Por ello, existen 

estudios que proponen herramientas alternativas que complementen a los criterios 

tradicionales de diagnóstico, por ejemplo, el análisis de los patrones de metilación 

genómicos [228]. Concretamente, el PDAC es el subtipo más frecuente 

(aproximadamente el 80% de todos los tumores pancreáticos) y más agresivo con un 

índice de supervivencia a 5 años de menos del 10% a causa de la frecuente recurrencia 

tras la aplicación de tratamientos y por el desarrollo de metástasis en etapas tempranas 

[230][3]. De hecho, se ha documentado que el PDAC abarca todas las facetas de la 

diversidad tumoral tales como la heterogeneidad inter-tumoral o la variabilidad intra-

tumoral, ambas en múltiples niveles como el histológico (coexistencia incluso en una 

misma masa tumoral de distintos patrones histológicos como el ductal convencional o el 

carcinoma papilar cístico) o el molecular (diferente carga mutacional, anormalidades 

genómicas, perfiles transcripcionales o patrones de reprogramación epigenética) [231], 

lo que indudablemente contribuye a las dificultades clínicas y al mal pronóstico del 

PDAC. Adicionalmente, los autores de este estudio incluso observaron que el TME 

también tenía componentes distintivos en cada paciente, por ejemplo, en lo concerniente 

a su proporción de células inmunes como los linfocitos T helpers.  

 

5. USO DE PROENZIMAS PANCREÁTICAS    
 

Apremia la necesidad de desarrollar estrategias terapéuticas alternativas que mejoren la 

eficacia clínica de los tratamientos actuales contra el PDAC, máxime teniendo en cuenta 

los efectos secundarios severos derivados de los tratamientos anticancerosos 

convencionales de quimioterapia y/o radioterapia. En esta línea, el embriólogo británico 

John Beard propuso al inicio del siglo XX el conocido como “modelo trofoblástico del 

cáncer”, que posteriormente sería retomado principalmente por Kelley (a mediados del 

siglo XX) y por González e Isaac (a finales del siglo XX y principios del XXI). John 

Beard se basó en sus estudios del desarrollo embrionario para sugerir que las enzimas 

pancreáticas, como la tripsina, estaban estrechamente implicadas en la 
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regulación/control del trofoblasto (que exhibía un comportamiento similar al de las 

células malignas) y que, por ende, podrían ser usadas para tratar el cáncer [232]. En las 

últimas décadas, se han realizado numerosos estudios, tanto en el nivel in vitro como in 

vivo utilizando ensayos con ratones e incluso a nivel clínico con pacientes oncológicos, 

que demuestran la capacidad antitumoral de las enzimas pancreáticas (revisado en 

[233]). Concretamente, cabe resaltar el trabajo realizado por nuestro grupo en el que se 

valoraron los efectos antitumorales in vitro de una combinación de (pro)enzimas 

pancreáticas (tripsinógeno, quimotripsinógeno y amilasa), en vez de las enzimas 

propiamente activas, sobre las líneas celulares Caco-2, Panc-1 y OE33 de cáncer de 

colon, páncreas y esófago, respectivamente. Los resultados mostraron que el tratamiento 

inducía la repolarización y diferenciación de las Caco-2 hacia un fenotipo parecido a los 

enterocitos sanos (aparición de estructuras como microvellosidades y uniones 

intercelulares adherentes características de estas células) y la expresión de hormonas 

típicas pancreáticas como insulina y glucagón en las Panc-1. Por otra parte, el 

tratamiento con las (pro)enzimas pancreáticas indujo una disminución en la expresión 

de marcadores específicos del proceso EMT, así como una regulación al alza de 

marcadores epiteliales tales como la E-Cadherina (sugiriendo un potencial anti-

metastásico) [234]. Asimismo, nuestro grupo evaluó en un estudio posterior los efectos 

anti-proliferativos de la combinación de Tripsinógeno y Quimotripsinógeno A en 

diferentes proporciones sobre 24 líneas celulares humanas de distintos carcinomas y se 

determinó que la ratio óptima correspondía a una proporción 1:6 de Tripsinógeno y 

Quimotripsinógeno A, respectivamente, esta formulación fue nombrada como PRP. 

También se demostraron la capacidad anti-angiogénica y anti-invasiva del PRP en cáncer 

de páncreas y de ovario, así como la seguridad clínica y capacidad antitumoral de la 

administración rectal de las (pro)enzimas pancreáticas a pacientes oncológicos [235]. 

Cabe resaltar que las observaciones realizadas en las mencionadas investigaciones 

parecen apuntar a que el tratamiento con (pro)enzimas pancreáticas, y en particular con 

PRP, no representa una estrategia terapéutica dañina para las células sanas y que no se 

comporta como un agente citotóxico típico. 
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HIPÓTESIS 
 

Se ha demostrado que el uso de las (pro)enzimas pancreáticas, Tripsinógeno y 

Quimotripsinógeno A, como agente anti-tumoral disminuye la proliferación de las 

células tumorales y las transforma hacia un fenotipo menos maligno, promoviendo la 

adhesión y diferenciación celular. Por otro lado, el tratamiento con dichas enzimas 

promueve la inhibición de la transición epitelial/mesenquimal, y precisamente éste 

fenómeno es reconocido como una prueba indiscutible de la agresividad tumoral que 

promueve invasión y metástasis e incluso la resistencia a los medicamentos. Las CSCs 

responsables de la iniciación y crecimiento sostenido del tumor, resistencia a la terapia, 

progresión, recaída y metástasis, presentan un fenotipo no diferenciado estando además 

íntimamente relacionadas con el proceso EMT. 

Por todo esto, el tratamiento combinado de Tripsinógeno y Quimotripsinógeno 

A (PRP), podría tener una alta repercusión en la población de CSCs, i) disminuyendo su 

número; ii) induciendo su diferenciación; iii) inhibiendo el proceso EMT y iv) afectando 

la expresión de genes relacionados con la adherencia celular y la metástasis. PRP podría 

revertir la desregulación de las vías TGFβ, Hippo, Notch y Wnt/β-catenina, que las CSCs 

exhiben potenciadas.  

El uso de pro-enzimas pancreáticas como coadyuvantes a tratamientos 

convencionales podría reducir la diseminación metastásica y la recidiva tumoral, por lo 

que se presenta como una terapia con potencial aplicación clínica. 
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OBJETIVOS 
 

 La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal el establecimiento de 

un protocolo preclínico de valoración de eficacia antitumoral de una formulación 

terapéutica compuesta por dos (pro)enzimas pancreáticas (Tripsinógeno y 

Quimotripsinógeno A) en una relación sinérgica (proporción 1:6) denominada PRP. Para 

ello, se realizarán estudios sobre CSCs de tumor pancreático in vitro y en xenotrasplantes 

derivados de CSCs aisladas previamente de la línea celular BxPC-3 de PDAC humano. 

 

Objetivos secundarios: 

 

1. Evaluar e interpretar estudios previos sobre las bases moleculares del cáncer 

para tratar de comprender mejor esta patología y desarrollar un modelo de 

progresión alternativo que nos permita valorar con mayor precisión los 

resultados que se obtengan tras la aplicación de PRP.  

 

2. Evaluar la eficacia antitumoral in vitro de PRP sobre subpoblaciones 

enriquecidas de CSCs procedentes de la línea BxPC-3 de PDAC humano. Se 

estudiarán las alteraciones en características celulares básicas como la viabilidad 

celular, la capacidad proliferativa, y en propiedades específicas de las CSCs 

como la expresión de biomarcadores vinculados al fenotipo CSC o la capacidad 

formadora de esferas.  

 

3. Realizar un análisis in vitro, de expresión genética y proteica para conocer el 

posible mecanismo molecular de acción de PRP sobre rutas de señalización 

representativas de las CSCs. 

 

4. Evaluar el potencial antitumoral in vivo de PRP como inhibidor de la iniciación 

y crecimiento tumoral empleando modelos heterotópicos xenotrasplantados de 

ratón con subpoblaciones enriquecidas de CSCs. 
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RESULTADOS  
 

1. Eficacia antitumoral in vitro de PRP sobre CSCs de PDAC. 
 

El tratamiento con PRP reduce la población de CSCs pancreáticas 

Para comenzar, nos centramos en evaluar la acción selectiva de PRP en contra 

de una subpoblación enriquecida de CSCs derivadas de la línea BxPC-3 de PDAC 

humano. En primer lugar, se determinó la IC50 de PRP usando el ensayo MTT (Figura 

10A). Los resultados revelaron que la IC50 correspondió a unas concentraciones de 420 

µg/mL de quimotripsinógeno combinada con 70 µg/mL de tripsinógeno 

(aproximadamente). Dichas concentraciones fueron las que se utilizaron en todos los 

experimentos posteriores. Tomando ALDH1 como marcador molecular representativo 

de las CSCs, se procedió a la detección de las células positivas para ALDH1 por medio 

del ensayo ALDEFLUOR, empleando la técnica de citometría de flujo (Figura 10B). 

Dicha imagen demuestra que el tratamiento con PRP disminuyó la población de células 

ALDH1+ (desde un 47.2% hasta un 17.5%), Además, la figura 10B también muestra que 

el tratamiento con PRP redujo el porcentaje de células positivas para otros marcadores 

de CSCs pancreáticas, tales como CD44 (desde un 75.1% hasta un 9.5%), CD326 (desde 

un 51.2% hasta un 5.5%) y CXCR4 (desde un 63.1% hasta un 42.4%). Para confirmar 

tales observaciones, se procedió al análisis de los niveles de expresión de CD44, CD326 

y CXCR4 con otras técnicas como la inmunofluorescencia (Figura 10C) y western 

Blotting (Figura 10D y Figura Suplementaria S1). Ambos ensayos corroboraron los 

resultados previos obtenidos mediante citometría de flujo: el tratamiento con PRP reduce 

la expresión de los marcadores de CSCs pancreáticas mencionados (como se aprecia en 

la figura con la bajada de la señal roja de fluorescencia y la disminución de la cantidad 

de proteína detectada por Western Blotting).  
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El tratamiento con PRP inhibe la capacidad formadora de esferas de las CSCs 

pancreáticas 

En virtud de la alteración de biomarcadores relacionados con el fenotipo troncal 

de las CSCs pancreáticas ocasionada por el tratamiento, el siguiente paso versó en 

comprobar los efectos de PRP en propiedades fenotípicas atribuibles a las CSCs, como 

es el caso de su capacidad para formar estructuras multicelulares esféricas en suspensión. 

En este sentido, el PRP se añadió al medio de cultivo de las células cancerígenas en el 

día 0 (cultivo específico para fomentar la formación de esferas y uso de pocillos de 

cultivo con baja adherencia). Los efectos derivados del tratamiento con PRP se 

compararon con aquellos asociados a un tratamiento estándar con gemcitabina (primera 

línea de tratamiento quimioterápico contra el PDAC) y con controles no tratados. La 

Figura 10E muestra imágenes de los cultivos celulares en los días 2 y 3. En el día 2 

resulta evidente que el suplemento con PRP reduce el número y tamaño de las esferas 

formadas por las CSCs pancreáticas en comparación con la condición control. También 

se aprecian cambios morfológicos en dichas estructuras esféricas: mientras que las 

controles no tratados con PRP exhiben una morfología regular, las tratadas con PRP 

presentan una estructura esférica bastante irregular y deformada. En el día 3, las células 

tratadas con PRP perdieron la capacidad para formar esferas y presentaron una 

apariencia de células disgregadas. El tratamiento con PRP de las esferas primarias 

condujo a una inhibición de la proliferación celular similar al tratamiento con 

gemcitabina y con diferencias significativas respecto del grupo control no tratado. La 

combinación de PRP y gemcitabina en una misma dosis desveló una disminución más 

eficaz (estadísticamente significativa) de la formación de esferas primarias de CSCs en 

comparación con el PRP aislado (p < 0.01) o con la gemcitabina aislada (p < 0.01) 

(Figura 10F). Adicionalmente, el tratamiento con PRP inhibió la formación de esferas 

secundarias, de forma similar a la gemcitabina, en comparación al grupo control no 

tratado (p < 0.01) (Figura 10E). También se apreciaron diferencias estadísticamente 

significativas en la capacidad para inhibir la formación de esferas secundarias de la 

combinación de PRP y gemcitabina con respecto al resto de condiciones previamente 

referidas (p < 0.01). De hecho, la combinación de PRP y gemcitabina se mostró como la 
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condición experimental con la mayor capacidad para inhibir la formación de esferas 

secundarias (p < 0.01) (Figura 10F). Así pues, estos resultados apoyan la línea de 

observaciones acerca de las propiedades antitumorales de PRP sobre las CSCs 

pancreáticas e incluso sugieren un posible uso de PRP como agente adyuvante de la 

gemcitabina.  

En su conjunto, estos hallazgos se muestran congruentes indicando que el 

tratamiento con PRP inhibe el fenotipo troncal de las CSCs pancreáticas in vitro, así 

como características fenotípicas clave de este tipo celular tales como su capacidad para 

formar estructuras tridimensionales esféricas. 
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Figura 10: Análisis in vitro de la malignidad de las CSCs procedentes de la línea BxPC-3 
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tratadas con PRP. (A) Actividad antiproliferativa de PRP sobre las CSCs mediante la 

determinación de la IC50. (B) Disminución de la actividad de ALDH1 y de los niveles de 

expresión de marcadores de CSCs pancreáticas como CD44, CD326 y CXCR4 en las células 

tratadas con PRP en comparación a controles sin tratar. (C) Imágenes de microscopía confocal de 

la expresión de CD44, CD326 y CXCR4 en las células tratadas con PRP en comparación a 

controles sin tratar. Los referidos marcadores se observan en color rojo mientras que el núcleo 

celular se marcó con DAPI (color azul). La barra de escalas representa un tamaño de 40 μm. (D) 

Análisis por Western Blotting de la expresión proteica de CD44, CD326 y CXCR4 en las CSCs 

tratadas con PRP vs las CSCs controles sin tratar. La β-actina y el GAPDH se usaron como 

controles internos. (E) Imágenes representativas de las esferas primarias y secundarias de CSCs 

tratadas con PRP (imágenes tomadas a las 48 y 72 horas tras el tratamiento). La barra de escala 

representa un tamaño de 50 μm. (F) Ensayo de proliferación in vitro de las CSCs tratadas con 

PRP y con gemcitabina. Las esferas primarias y secundarias fueron incubadas sólo con PRP, sólo 

con gemcitabina (tratamiento con 0,01 μM) y con una combinación de ambos durante 72 horas. 

El tratamiento con PRP, con gemcitabina y combinación de ambos redujo la formación de esferas 

por parte de las CSCs de forma estadísticamente significativa. En el test estadístico se usó un 

valor **p < 0.01 vs las muestras no tratadas. Figura tomada de [236]. 
 
 
2. Valoración del posible mecanismo de acción de la formulación PRP 
sobre las CSCs pancreáticas 
 

El tratamiento de las CSCs pancreáticas con PRP induce amplios cambios de expresión 

genética en una amplia variedad de genes 

 A continuación, nos centramos en intentar dilucidar un mecanismo de acción 

de las (pro)enzimas pancreáticas que pudiera explicar su potencial anti-CSC 

anteriormente expuesto. Para ello, se realizó el análisis por PCR, antes y después de 

aplicar el tratamiento, mediante 3 microarrays de genes vinculados con la regulación de 

3 aspectos clave de las CSCs: el proceso EMT, el fenotipo troncal poco diferenciado y 

las rutas de señalización de quinasas. En primer lugar, se comenzó con el análisis de la 

expresión de los genes comprendidos en los 2 primeros microarrays relativos al proceso 

EMT y al fenotipo troncal. A continuación, se procedió con el desglose de los resultados 

al respecto. En la Figura 11A se puede apreciar los cambios de expresión de varios genes 
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frecuentemente regulados al alza durante el proceso EMT. En dicha imagen se puede 

comprobar que el tratamiento con PRP promueve la regulación a la baja de la expresión 

de 13 de estos genes, destacándose la bajada de reconocidos factores de 

transcripción/marcadores de la vía EMT como SNAIL (SNAI1; -1.9 folds) y SLUG 

(SNAI2; -1.89 folds). Adicionalmente, se advierte la notable disminución de la expresión 

de SERPINE1 (-4.6 folds), lo que cobra importancia al considerar su relación con la 

migración, la capacidad invasiva, la inducción del EMT y la progresión tumoral [237]. 

Un resultado similar se refleja en la regulación de las integrinas ITGA5 (-2.5 folds) y 

ITGAV (-1.02 folds), que han sido vinculadas con la inducción del proceso EMT en el 

PDAC [238]. En pro de aportar consistencia a tales hallazgos, la Figura 11B muestra 

genes comúnmente regulados a la baja durante el proceso EMT que, tras el tratamiento, 

exhibieron un aumento de expresión. Entre ellos, merece especial atención el claro 

aumento de expresión del marcador de fenotipo epitelial E_Cadherina (4.3 folds). Otro 

hecho destacable reside en la regulación al alza de KLF17 alcanzando un valor de 5.9 

folds, puesto que ha sido identificado como un potente regulador negativo del proceso 

EMT y de la metástasis [239]. En consonancia, también se puede observar que la 

formulación PRP desencadenó una regulación al alza de otros genes inhibidos durante 

el proceso EMT, tales como MST1R (1.6 folds), TFPI2 (4.4 folds) y NUDT13 (2.3 

folds), lo que sugiere un bloqueo del proceso EMT tras el tratamiento.  

Tomando en consideración que el proceso EMT constituye un mecanismo molecular de 

desdiferenciación, se procedió al análisis de la expresión de genes relacionados con la 

diferenciación celular. En efecto, la Figura 11C muestra cómo el tratamiento con PRP 

indujo la regulación al alza de 7 genes implicados en la diferenciación celular, de los 

cuales procede remarcar la sobreexpresión del factor de crecimiento epitelial (EGF) (8.9 

folds) dada su participación en la diferenciación de las células β pancreáticas [240]. 

Como dato complementario, la Figura 11D muestra los resultados del análisis de los 

cambios de expresión de genes directamente asociados con la 

adquisición/mantenimiento del fenotipo troncal de las CSCs. En congruencia con los 

resultados anteriores en el ámbito de la diferenciación celular, en la Figura 11D se puede 

notar la regulación a la baja de genes como OCT4 (-2 folds), KLF4 (-2 folds), CD24 (-
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1.4 folds), CD34 (-1.2 folds), CD38 (-12.8 folds), CD45 (-6.7 folds). No obstante, 

también se ha de mencionar la regulación al alza de CD133 (3.9 folds) y el drástico 

aumento de expresión de Nanog (23 folds). No obstante, en conjunto estos resultados 

sugieren una inhibición significativa del proceso EMT tras el tratamiento con la 

formulación de (pro)enzimas pancreáticas y el fomento de un fenotipo más diferenciado. 
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Figura 11. Perfiles de expresión génica de las CSCs, procedentes de la línea BxPC-3, tratadas 

con PRP mediante el uso de los microarrays de genes asociados al proceso EMT y al fenotipo 

CSC. Las CSCs se trataron 2 veces con PRP (T/Q 0.07/0.42 mg/mL) en el día 2 tras la siembra y 
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en el día 4. En el día 5, se aisló la totalidad del ARN celular. Se establecieron 3 conjuntos de 

ARN celular extraídos de 3 muestras independientes de CSCs y se combinaron en un único pool 

de ARN para después proceder a la síntesis de la primera hebra de ADN complementario. (A) 

Expresión de genes comúnmente potenciados durante el proceso EMT. (B) Expresión de genes 

comúnmente inhibidos durante el proceso EMT. (C) Expresión de genes relacionados con la 

diferenciación y desarrollo celular. (D) Expresión de genes relacionados con el fenotipo troncal 

de las CSCs. Todos los niveles de expresión de genes se normalizaron en base a los niveles de las 

células control no tratadas. Figura tomada de [236]. 

 

Por otra parte, la Figura 12A muestra la regulación a la baja de la expresión de 8 genes 

(PLAUR, -3.017 folds; BMP7, -1.269 folds; DKK1, -1.745 folds; ITGB1, -1.306 folds; 

PLAT, -1.617 folds; FN1, -3.223 folds; PDGFRB, -3.109 folds; y SPP1, -10.144 folds) 

relacionados con la metástasis y la invasión celular. Por el contrario, la Figura 12B 

representa la subida de la expresión de 7 genes vinculados con la adhesión celular. Entre 

ellos, cabe destacar la subida de expresión de la E-Cadherina (4.3 folds) y de la β-

Catenina (4 folds), en consonancia con nuestros estudios previos [234]. La trascendencia 

de tal circunstancia se explica en virtud de la participación conjunta de estas proteínas 

en el establecimiento de uniones intercelulares estrechas (del inglés “tight junctions” y 

otro tipo conocido como uniones adherentes) características de las células epiteliales 

[241]. Además, procede mencionar el aumento de la expresión de 11 genes catalogados 

como supresores de tumores (recogidos en la Figura 12C). En dicha imagen toma 

protagonismo la remarcable sobreexpresión de los factores de transcripción FOXP1 

(6.04 folds), TWIST2 (5.2 folds), la proteína extracelular SPARC (3.6 folds) y el gen 

SIRT1 (2 folds).  

En otro contexto, la Figura 12D desvela cambios de expresión de genes que codifican 

citoquinas tras la aplicación del tratamiento con PRP. En dicha imagen se puede apreciar 

la bajada de expresión de varios genes que codifican citoquinas, tales como IKBKB (-

3.536 folds), PCAM1 (-1.764 folds), IL1RN (-2.222 folds), IL8 (-4.557 folds) o SPP1 (-

10.144 folds). En particular, la regulación a la baja de IL8 y SPP1 merece ser resaltada 

atendiendo a la relación establecida entre la sobreexpresión de IL8 y el PDAC 
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metastásico [242], o a la estrecha vinculación entre el aumento de expresión de SPP1 y 

la adquisición de un fenotipo troncal por las CSCs de PDAC [243]. 
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Figura 12: Perfiles de expresión génica de las CSCs, procedentes de la línea BxPC-3, 

tratadas con PRP mediante el uso de los microarrays de genes asociados al proceso EMT y 

al fenotipo CSC. Las CSCs se trataron 2 veces con PRP (T/Q 0.07/0.42 mg/mL) en el día 2 tras 

la siembra y en el día 4. En el día 5, se aisló la totalidad del ARN celular. Se establecieron 3 

conjuntos de ARN celular extraídos de 3 muestras independientes de CSCs y se combinaron en 

un único pool de ARN para después proceder a la síntesis de la primera hebra de ADN 

complementario. (A) Expresión de genes relacionados con la metástasis. (B) Expresión de genes 

relacionados con la adhesión celular. (C) Niveles de expresión de genes con actividad supresora 

de tumores. (D) Expresión de genes que codifican citoquinas. Los niveles de expresión de todos 

los genes se normalizaron en base a los valores controles del grupo sin tratar. Figura tomada de 

[236].  

 

Para completar el análisis de cambios de expresión genética tras la exposición al PRP, 

se utilizó el “Human MAP Kinase Signaling Pathway RT2 Profiler PCR Array” que 

analiza 84 genes relacionados con las rutas de señalización MAPK. Tal y como se 

notifica en la Figura 13A, varios genes asociados con las rutas de señalización JNK y 

ERK vieron disminuida su expresión como consecuencia de la acción de las 

(pro)enzimas pancreáticas. Ejemplos representativos de ello podrían ser los factores de 

transcripción oncogénicos c-JUN (-7 folds), FOS (-7.3 folds) y MEK1 (MAP2K1; -4.7 

folds). Semejantes hallazgos cobran especial relevancia al considerar la hiperactivación 

de vías MAPK, como ERK y JNK, como un fenómeno usual vinculado a la progresión 

y agresividad de la patología en múltiples tipos de tumores, entre ellos el PDAC 

[244][245]. Paralelamente, la misma figura refleja que el tratamiento provocó el aumento 

de expresión de genes inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDKN2A, 3.9 

folds; CDKN2B, 2 folds; y CDKN2C, 3.8 folds), implicados en la inhibición del ciclo 

celular y, por tanto, en la contención de la proliferación [246]. Complementando tales 

beneficios derivados del tratamiento, la regulación al alza de CDKN2A adquiere mayor 

trascendente atendiendo al elevado riesgo de desarrollar cáncer de páncreas por pacientes 

con CDKN2A (p16) mutado [247]. Reforzando los resultados expuestos con 

anterioridad, también se aprecia una bajada drástica de la expresión de DLK1 (-8.5 

folds), un gen frecuentemente sobreexpresado en numerosos tipos de neoplasias, 
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incluyendo el cáncer pancreático, y fuertemente relacionado con la ruta Notch y el 

fenotipo troncal poco diferenciado de las CSCs [248]. Además, el tratamiento con PRP 

condujo a una bajada de expresión de YWHAZ hasta un valor de -5.2 folds; evento 

significativo en virtud de la vinculación del gen YWHAZ con el proceso EMT, la 

migración, la agresividad y la proliferación del PDAC [249]. Notablemente, el aumento 

de expresión de otros genes como SMAD4 (2.1 folds) y TP53 (2 folds) merece ser 

resaltado al considerar sus funciones cruciales como supresores de tumores en el PDAC 

[250]. Como añadidura, la figura suplementaria S2 recoge los cambios de expresión 

propiciados por el tratamiento con PRP en el resto de genes incluidos en los microarrays 

relativos al proceso EMT y al fenotipo CSC. 

Ciertamente, una matización importante que se puede extraer de semejante plétora de 

datos de expresión génica tras el análisis de los 3 microarrays podría ser la alteración de 

la expresión de genes asociados con la ruta TGFβ. La Figura 13B representa un análisis 

“in-silico” de las relaciones funcionales entre los factores codificados por algunos de los 

genes regulados a la baja por el tratamiento con PRP, tales como c-JUN, JNK, p38 o 

ERK. Curiosamente, todos estos genes están involucrados en la ruta no canónica, 

independiente de SMAD, del TGFβ [251]. Así pues, estos resultados nos sugirieron una 

posible participación de la ruta TGFβ como eje conductor de los efectos terapéuticos de 

PRP. 
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Figura 13: Perfiles de expresión génica de las CSCs, procedentes de la línea BxPC-3, 

tratadas con PRP mediante el uso del microarray de genes asociados con las rutas de 

quinasas (MAPK). Las CSCs se trataron 2 veces con PRP (T/Q 0.07/0.42 mg/mL) en el día 2 

tras la siembra y en el día 4. En el día 5, se aisló la totalidad del ARN celular. Se establecieron 3 

conjuntos de ARN celular extraídos de 3 muestras independientes de CSCs y se combinaron en 

un único pool de ARN para después proceder a la síntesis de la primera hebra de ADN 

complementario. (A) Esquema de alteraciones significativas de la expresión de algunos genes, 

con 16 genes regulados al alza y 12 genes regulados a la baja tras el tratamiento en comparación 

a los niveles de expresión de las CSCs control sin tratar. (B) Análisis funcional in-silico de las 

proteínas vinculadas con la vía JNK (del inglés “c-jun N-terminal kinase”). Las líneas verdes 

representan las asociaciones proteína-proteína mientras que el grosor de las líneas es directamente 

proporcional a la consistencia del soporte de datos que permite establecer tales interacciones 

funcionales (la fuente de los datos utilizados procede sólo de estudios experimentales y bases de 

datos). Los círculos rojos destacan aquellos factores cuyos niveles de expresión disminuyeron 

tras el tratamiento. Figura tomada de [236]. 

 
El tratamiento con PRP induce una inhibición de la activación de la ruta TGFβ en las 

CSCs, tanto de su vía canónica como de la no canónica 

Con el objetivo de explorar más en detalle la ruta del TGFβ, se procedió al análisis de 

expresión de otros genes adicionales relacionados con esta vía molecular como RAC1, 

RAC1b (rama no canónica) y SMAD7 (componente de la rama canónica). La Figura 

14A muestra que el tratamiento con PRP condujo al aumento de expresión de 

RAC1+RAC1b (2.1 folds) y de la isoforma RAC1b en particular (3.4 folds) con p < 0.01, 

lo que sugiere que el tratamiento provoca un cambio en el splicing alternativo del gen de 

RAC1 y favorece la expresión de la isoforma RAC1b sobre RAC1 (disminuye la ratio 

RAC1/RAC1b). En otro sentido, también se observa una bajada significativa de la 

expresión de SMAD7 (un 25% del valor control, aproximadamente).  

Seguidamente, se llevó a cabo un análisis de expresión de varios miARNs 

representativos del PDAC y vinculados con la ruta TGFβ. Por un lado, se observó que 

la exposición de las CSCs pancreáticas al PRP propició la regulación a la baja de 

miARNs oncogénicos (Figura 14B), tales como miR-21-5p y miR182-3p (p < 0.01). 
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Dichos resultados adquieren incluso más relevancia atendiendo a la vinculación de miR-

21 con la capacidad de la vía TGFβ para promover el proceso EMT y la agresividad del 

cáncer [252], o a la sobreexpresión de miR-182 desencadenada por el eje TGFβ/SMAD 

[253] . Por el contrario, la misma figura muestra que el supresor tumoral miR-7 

experimentó una subida de expresión tras el tratamiento (p < 0.05). La trascendencia de 

este fenómeno podría explicarse dada la participación del miR-7 en la orientación de la 

ruta TGFβ hacia una función supresora de tumores inhibiendo el proceso EMT [254]. 

Con el fin de obtener datos más robustos acerca del status de la ruta TGFβ en las CSCs 

pancreáticas tratadas con las (pro)enzimas, se procedió al análisis del estado funcional 

de las proteínas SMAD2/3 (en representación del ramal canónico de la mencionada ruta). 

Para ello, se detectó la cantidad proteica de SMAD2/3 y de SMAD2/3 

fosforilados/activadas (p-SMAD2/3), en distintos intervalos de tiempo, tanto en las 

CSCs sin tratar (controles), en las CSCs tratadas con PRP, en las CSCs estimuladas con 

el ligando TGFβ1 y en las CSCs tratadas con PRP y posteriormente estimuladas con 

TGFβ1 (Figuras 14C, D, Figuras Suplementarias S3, 4). En dichas figuras se puede 

apreciar que el tratamiento con PRP redujo la proporción de p-SMAD2/3 en 

comparación con SMAD2/3 total con respecto a los niveles en las células control no 

tratadas. De forma esperable, la estimulación con TGFβ1 de las células control 

desencadenó un aumento de p-SMAD2/3, experimentando su cénit a las 2 horas tras el 

estímulo. Por el contrario, la misma estimulación con TGFβ1 de las CSCs tratadas 

previamente con PRP no indujo un aumento significativo de la cantidad de p-SMAD2/3 

en ninguno de los intervalos de tiempo tomados en consideración (Figuras 14C, D). Por 

lo tanto, estos resultados permiten asumir que la formulación PRP promueve una 

inhibición de la fosforilación de SMAD2/3. 

A continuación, nuestro estudio se dirigió a evaluar los efectos del PRP en el ramal 

independiente de SMAD (no canónico) de la vía TGFβ. Se analizó la cantidad de p38 y 

de p38 fosforilado/activado (p-p38) en las células control y tras la exposición a PRP 

(Figura 14E, Figura Suplementaria S5). La figura 14E revela que la cantidad de p-p38 

tras el tratamiento con las (pro)enzimas pancreáticas es significativamente menor en 

comparación a la cantidad exhibida por las CSCs controles sin tratar. En su conjunto, 
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estos datos indican que el tratamiento con PRP inhibe la ruta TGFβ, tanto su vía canónica 

dependiente de SMAD como su vía no canónica, independiente de SMAD y dirigida por 

la fosforilación de p38. Como apunte importante, cabe aclarar que el tratamiento con 

PRP no promueve un bloqueo total de la ruta TGFβ, sino una inhibición parcial. 
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Figura 14: El tratamiento de las CSCs pancreáticas con la formulación PRP promueve una 

inhibición de las vías tanto dependiente como independiente de SMAD de la ruta de 

señalización de TGFβ. (A) Análisis por RT-qPCR de RAC1b; RAC1 + RAC1b y SMAD7 tras 

el tratamiento con PRP. Todos los valores de expresión se normalizaron a aquellos 

correspondientes a los de los controles no tratados. (B) Análisis por RT-qPCR de miR-21-5p, 

miR-182-3p y miR-7. La normalización de los valores se realizó mediante el uso del conjunto 

control de primer UniSp6 RNA Spike-in. (C) Las CSCs control sin tratar y las CSCs tratadas con 

PRP se incubaron con TGFβ1 (5 ng/mL) durante 2, 4 y 10 horas. Se utilizó la técnica de Western 

Blotting para analizar la expresión de SMAD2/3 total junto con la expresión de SMAD2/3 

fosforilado (p-SMAD2/3) en cada uno de los intervalos de tiempo indicados. (D) Se cuantificó la 

cantidad relativa de p-SMAD2/3 y SMAD2/3 total, normalizada con respecto a la β-Actina, 

utilizando el software Image-J NIH. Los resultados se muestran como la ratio p-SMAD2/3 vs 

SMAD2/3 total. (E) Análisis por Western Blotting de la expresión de p38 fosforilado (p-p38) y 

p38 total en las CSCs tratadas con PRP en comparación a las CSCs controles sin tratar. Se 

cuantificó la cantidad relativa de p-p38 y p38 total, normalizada en base a los valores de GAPDH, 

utilizando el software Image-J NIH. Los resultados se muestran como la ratio p-p38/p38 total. Se 

realizaron diferentes lecturas para conseguir resultados estadísticamente significativos (p < 0.05). 

Figura tomada de [236]. 

 
PRP induce cambios en la localización proteica subcelular de la E-Cadherina y la β-

Catenina   

Para verificar los datos de expresión génica observados en el análisis de los microarrays, 

referentes a la E-Cadherina y la β-Catenina, se procedió a la detección de dichas 

moléculas por inmunofluorescencia. Los resultados expuestos en la Figura 15A 

muestran que las CSCs control poseen una localización subcelular de la β-Catenina en 

la membrana celular, así como un marcaje débil y difuso en el citoplasma y el núcleo, 

mientras que las CSCs tratadas con PRP mantuvieron la distribución de la β-Catenina 

principalmente en la membrana y el citoplasma, pero exhibieron ausencia de traslocación 

nuclear de dicha proteína. En la Figura 15B se aprecia que el tratamiento reduce, 

aparentemente, la expresión proteica global de la E-Cadherina, lo que contrastaría con 

su aumento de expresión a nivel transcripcional expuesto con anterioridad. No obstante, 
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se aprecia que la E-Cadherina sigue estando concentrada en la membrana plasmática de 

las células tratadas (donde actuaría como molécula de adhesión característica de las 

células epiteliales). Además, se debe considerar que la disgregación de las estructuras 

esféricas de las CSCs por acción de la formulación de (pro)enzimas pancreáticas 

conduce a una menor aglomeración celular y, por ende, a una menor concentración 

global de E-Cadherina (sin que necesariamente implique un nivel menor de expresión 

de la misma por cada célula individual). De hecho, las imágenes parecen mostrar una 

tendencia de la E-Cadherina a localizarse principalmente en la membrana plasmática de 

las CSCs tratadas, sin traslocación nuclear como parece apreciarse en algunas CSCs 

controles sin tratar.   

Por tanto, se puede asumir que el tratamiento con la formulación de (pro)enzimas 

pancreáticas promueve la concentración de la E-Cadherina y β-Catenina en la membrana 

plasmática, para ser partícipes de uniones intercelulares, y no en el núcleo celular donde 

podrían funcionar como factores de transcripción.    

 

La formulación PRP inhibe la activación de la ruta oncogénica Hippo en las CSCs 

pancreáticas 

El siguiente paso versó en comprobar si la ruta de señalización oncogénica y mecano-

transductora Hippo (estrechamente relacionada con las estructuras de adhesión celular) 

también se veía afectada por el tratamiento y si dicha alteración se enmarcaba en 

consonancia con las propiedades antitumorales de PRP descritas con anterioridad. Para 

tal fin, se determinó la cantidad proteica total del factor YAP y de su estado 

fosforilado/inactivo (p-YAP) tras el tratamiento con PRP. La Figura 15C refleja que la 

expresión proteica de YAP (detectada por inmunofluorescencia) experimenta una bajada 

inducida por las (pro)enzimas pancreáticas y un cambio de su localización subcelular 

fuera del núcleo. Posteriormente, se reafirmó tal resultado mediante el análisis de la 

cantidad de YAP y p-YAP por western Blotting (Figura 15D y Figura Suplementaria 

S6). Notablemente, se aprecia una correlación negativa entre las proporciones de YAP 

y p-YAP, con un marcado incremento de la cantidad de p-YAP en comparación a la 
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cantidad de YAP total tras el tratamiento con PRP (en consonancia con la ausencia de 

localización nuclear mostrada en la imagen anterior). 
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Figura 15: Análisis de proteínas de adhesión y componentes de la ruta molecular Hippo en 

las CSCs tratadas con PRP vs CSCs control sin tratar utilizando microscopía confocal y 

Western Blotting. (A) Las CSCs tratadas presentan una localización de la β-Catenina 

principalmente en la membrana plasmática y el citoplasma, pero sin traslocación nuclear. (B) El 

tratamiento con la formulación PRP mantiene la localización de la E-Cadherina en la membrana 

plasmática mientras parece estar ausente en el núcleo celular. La expresión de ambas moléculas 

en la superficie celular se detectó en rojo mientras que el núcleo celular se tiñó con DAPI (azul). 

La barra de escala representa un tamaño de 20 μm. (C) La aplicación de PRP promueve la 

disminución de la expresión proteica de YAP en las CSCs pancreáticas. La expresión de YAP se 

muestra en verde y el núcleo celular se tiñó con DAPI (azul). La barra de escala representa un 

tamaño de 10 μm. (D) Análisis por Western Blotting de la expresión de la proteína YAP total y 

de YAP fosforilada (p-YAP) en las CSCs tratadas vs controles sin tratar. Se aprecia un aumento 

significativo de la cantidad de p-YAP con respecto a YAP total en las CSCs tratadas. Figura 

tomada de [236]. 

 
Por ende, estos resultados indican una inhibición de la ruta oncogénica Hippo tras el 

tratamiento al impedir la localización nuclear y actividad transcripcional del factor YAP. 

 

3.  Potencial antitumoral de la formulación PRP in vivo 
 
La formulación de (pro)enzimas pancreáticas inhibe la capacidad iniciadora de tumores 

de las CSCs y el crecimiento tumoral en ratones inmunocomprometidos  

La siguiente etapa se centró en comprobar si los efectos antitumorales de PRP, 

observados in vitro, podían ser emulados in vivo. Para ello, se estableció un modelo de 

xenoinjertos tumorales en ratones inmunodeprimidos generados a partir de las CSCs 

pancreáticas procedentes de la línea BxPC-3. Se dispusieron 3 grupos distintos de 

ratones: controles inoculados con las CSCs sin ningún tipo de tratamiento; ratones 

inoculados con CSCs que fueron pretratadas con PRP antes de la inyección en los 

animales; y un grupo inoculado con CSCs pretratadas con PRP al que se le continuó 

administrando el tratamiento con PRP tras la inducción del crecimiento tumoral (Figura 

16A). En concordancia con trabajos previos [255], cada grupo quedó conformado por un 

total de 10 animales con el objetivo de obtener datos estadísticamente consistentes. No 
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obstante, este tipo de estudios in vivo presentan el gran obstáculo relativo a la pérdida de 

especímenes, que acontece inevitablemente durante el trascurso del estudio, por muerte 

prematura desencadenada por las condiciones invasivas de tratamiento. En nuestro 

modelo, se perdieron 6 animales, 2 de ellos pertenecientes al grupo de pretratamiento y 

otros 4 incluidos en el grupo de pretratamiento + tratamiento (a causa de la anestesia y 

de eventos ulcerosos tras la práctica de las punciones), antes de la finalización del tiempo 

protocolario de análisis. Por ende, estas muertes no se debieron a efectos adversos 

asociados con el PRP, sino a problemas técnicos con la manipulación animal y puesta en 

práctica del estudio. Así pues, los resultados que se muestran aquí han sido normalizados 

en base al número final (N) de animales en cada grupo experimental. Los resultados 

revelaron que 9 de los 10 ratones del grupo control desarrollaron tumores palpables 

mientras que sólo 3 de los 8 ratones del grupo de pretratamiento y 3 de los 6 del grupo 

de pretratamiento + tratamiento desarrollaron las correspondientes neoplasias malignas 

(Figura 16B, C). Por tanto, la incidencia tumoral (%) del grupo control no tratado fue 

del 90%, la del grupo de pretratamiento fue del 41% y la del grupo de pretratamiento + 

tratamiento fue del 50% (Figura 16D). Estas observaciones reflejan un claro potencial 

para mitigar la capacidad iniciadora de tumores de las CSCs pancreáticas por parte del 

tratamiento con PRP. Adicionalmente, se evaluó el crecimiento tumoral en las diferentes 

categorías experimentales mediante la medición del volumen de la masa cancerígena 

cada 2 días durante un total de 34 días (Figura 16E). Esta imagen muestra que tanto el 

pretratamiento como el pretratamiento + tratamiento sostenido con PRP promovieron 

una inhibición significativa en el crecimiento neoplásico en comparación con los 

tumores controles sin tratar. De forma esperable, se observa una inhibición en el 

crecimiento tumoral más pronunciada en el conjunto de animales sometidos a 

pretratamiento + tratamiento sostenido en el tiempo en comparación con el grupo de 

pretratamiento simple.  

Se determinó el índice tumorigénico (TIN) que relaciona la incidencia tumoral con el 

tamaño/peso de la masa cancerígena, el cual puede usarse como una medida de la 

agresividad de la patología. La Figura 16F revela diferencias significativas en el índice 

TIN entre los grupos de ratones control, pretratamiento y pretratamiento + tratamiento 
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(los grupos de tratamiento exhiben un índice TIN menor que el grupo control), lo cual 

apoya la suposición acerca del potencial antitumoral del tratamiento con PRP.  
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Figura 16: La formulación PRP reduce el crecimiento tumoral de las CSCs pancreáticas in 

vivo. (A) Esquema del diseño del estudio in vivo con el objetivo de determinar la capacidad 

antitumoral de PRP contra tumores inducidos por las CSCs pancreáticas. Las barras 

perpendiculares representan la inyección de las dosis de PRP. La inoculación de las CSCs 

pancreáticas en los flancos de ratones inmunodeprimidos están representada por una flecha roja. 

(B) Fotografías de los tumores subcutáneos, obtenidos al final del protocolo experimental, 

procedentes de los ratones pertenecientes tanto al grupo control sin tratar como al grupo de 

tratamiento. (C) Peso (mg) de cada tumor (representados con círculos de diferentes colores) al 

final del protocolo experimental. Los ratones que no desarrollaron tumores se representan por 

círculos en el eje X. (D) Incidencia tumoral. Los porcentajes se calcularon comparando el número 

de ratones que desarrollan tumores en cada grupo con el número total de ratones en ese mismo 

grupo. (E) Evolución del tamaño tumoral de cada masa cancerosa durante el procedimiento. 

MEM ± SE. *p < 0.05 vs. grupo control. (F) Índice de tumorigénico (TIN). Este valor relaciona 

la incidencia tumoral con el peso tumoral. Se muestra el valor medio de Tin ± SE correspondiente 

a la finalización del procedimiento experimental. Se valoró estadísticamente la significancia de 

las diferencias en los índices TIN (p < 0.05). Figura tomada de [236]. 

 
El tratamiento con PRP promueve cambios histológicos en el tejido tumoral 

Se realizó un análisis histológico de secciones tumorales extraídas de las masas 

cancerígenas (Figuras 19A y B). Se observó que los tumores expuestos al tratamiento 

con PRP presentaron diferentes características histológicas en comparación con los 

tumores control del mismo tamaño, tales como extensas áreas necróticas. Cabe destacar 

con especial énfasis la importante disminución del tejido fibrótico asociado a la masa 

neoplásica. Concretamente, la figura 17A representa una tinción con hematoxilina y 

eosina que reveló una reducción del marcaje de proteínas estromales en las secciones 

tisulares procedentes de los tumores sometidos a alguno de los 2 regímenes de 

tratamiento previamente especificados. Reforzando estos hallazgos, se apreció que los 

tumores expuestos a PRP contenían una menor cantidad de fibras de proteínas estromales 

en comparación con los controles. De hecho, la tinción de Masson con tricromo de los 

tumores del grupo control (Figura 17B, CTL) mostró que las CSCs pancreáticas inducían 
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la formación de grandes islas tumorales inmersas en un estroma rico en colágeno 

(representado en color verde) con gran densidad de tejido conectivo.  

 

El tratamiento con PRP inhibe el fenotipo troncal de las CSCs in vivo 

Por otra parte, se analizó por inmunofluorescencia la expresión del marcador CD44 de 

CSCs en las secciones tumorales procedentes de los diferentes grupos de ratones (Figura 

17C). En dicha imagen se aprecia que las secciones tumorales procedentes de las masas 

cancerígenas del grupo control presentaron un fuerte marcaje de CD44, mientras que las 

pertenecientes a las masas neoplásicas de los grupos de ratones tratados con PRP 

mostraron un marcaje débil. 
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Figura 17: Efectos de PRP en el tejido tumoral, el depósito de la matriz extracelular y en la 

expresión del marcador CD44. Se exponen imágenes representativas de secciones tumorales 

teñidas con hematoxilina/eosina (H&E) (A) y con Tricrómico de Masson (MS) (B). Los tumores 

procedentes de los ratones tratados con PRP presentan una menor cantidad de tejido fibrótico (la 

tinción con H&E se representa en rosa mientras que el marcaje con MS se visualiza en verde) en 

comparación con los tumores del grupo control sin tratar. (C) Marcaje con inmunofluorescencia 

de secciones tumorales para detectar la expresión de CD44 (rojo). Se muestra una magnificación 

de 10×. Figura tomada de [236]. 

 

Como conclusión, los resultados desvelan que los efectos antitumorales de las 

(pro)enzimas pancreáticas sobre las CSCs de cáncer de páncreas (inhibición del fenotipo 

CSC, reducción de su capacidad iniciadora de tumores y del crecimiento neoplásico) 

también son extrapolables al nivel de estudios in vivo utilizando modelos de xenoinjertos 

tumorales en ratones inmunodeprimidos. 
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DISCUSIÓN 
 

Los resultados obtenidos en el presente estudio reflejan un interesante potencial de la 

formulación de (pro)enzimas pancreáticas, PRP, como agente antitumoral contra CSCs 

derivadas de la línea celular BxPC-3 de PDAC. El potencial antitumoral de los 

zimógenos inactivos, en lugar de las enzimas pancreáticas propiamente activas, ha sido 

reportado en varios estudios previos [234] [235], destacándose la ausencia de efectos 

secundarios adversos tras la administración de PRP a pacientes humanos. Este fenómeno 

podría atribuirse a una posible activación selectiva de las (pro)enzimas en el tejido 

tumoral mientras que en los tejidos sanos resultarían inocuas. A este respecto, la Tripsina 

activa es capaz de activar al Quimotripsinógeno [233], por lo que parece razonable 

centrarse en la activación de la Tripsina como desencadenante primordial del efecto 

terapéutico de PRP. Tomando en consideración el ambiente ácido característico de los 

tumores sólidos [256] junto con la capacidad de autoactivación del Tripsinógeno 

exclusivamente a PH básicos [257], podría hipotetizarse la presencia de alguna molécula 

expresada por las células cancerígenas capaz de inducir la activación de la Tripsina más 

que atribuirlo a las condiciones ambientales. En este sentido, se ha descrito la capacidad 

de la catepsina B (proteasa lisosomal) para ejercer dicha acción [258] [259]. De hecho, 

se ha mostrado una mayor expresión de la catepsina B en las CSCs de cáncer de páncreas 

en comparación con las células cancerosas parentales con fenotipo no troncal, una mayor 

expresión de la enzima en el tejido tumoral sólido en comparación con el tejido sano, así 

como una correlación positiva entre un incremento en su expresión y las etapas más 

avanzadas de la enfermedad [260]. Además, los autores de este artículo mostraron que 

la catepsina B no sólo se expresaba en gran cantidad en el citoplasma de las células 

malignas, sino que también era detectable en la superficie celular y secretada en el medio 

extracelular. Así pues, estos datos apoyan la hipótesis previamente mencionada sobre la 

activación cuasi selectiva de las (pro)enzimas pancreáticas en el tejido tumoral y apuntan 

a una posible mayor capacidad antitumoral (derivada de una mayor eficiencia de 

activación) del tratamiento contra las CSCs. 
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En este ámbito, los resultados demostraron que el tratamiento con PRP disminuye el 

porcentaje de células positivas para varios marcadores característicos de las CSCs 

pancreáticas como ALDH, CD326, CD44 y CXCR4 [261]. Del mismo modo, el 

tratamiento con la formulación PRP inhibió la formación de esferas primarias y 

secundarias en condiciones de cultivo específicas para inducir el mantenimiento del 

fenotipo de CSCs. Tal evento merece ser destacado puesto que la formación de esferas 

celulares es un rasgo distintivo básico de las CSCs [262]. Ciertamente, también se 

observó con posterioridad que el tratamiento con PRP indujo cambios de expresión de 

otros biomarcadores de CSCs pancreáticas, como una ligera bajada de CD24 y un 

aumento notable de CD133. Si se considerasen los cambios de expresión de los genes de 

forma aislada, los resultados obtenidos podrían entrar en una dicotomía contradictoria 

ante la subida de expresión de CD133 frente a la bajada de los restantes marcadores 

mencionados previamente. No obstante, cabe destacar que el fenotipo troncal de las 

CSCs es muy complejo y exhibe su propia heterogeneidad en cuanto a distintas 

subpoblaciones con patrones peculiares de expresión de biomarcadores e incluso con 

grados de troncalidad distintos [263]. Por tanto, sería más acertado considerar los 

cambios de expresión de marcadores (tanto a nivel transcripcional como proteico) en su 

conjunto y ello parece reflejar una consistente inhibición del fenotipo troncal tras el 

tratamiento avalada por la disminución de la capacidad formadora de estructuras 

esféricas. 

Profundizando en nuestras investigaciones, el análisis de 3 microarrays de genes 

evidenció que el tratamiento con las (pro)enzimas pancreáticas propicia amplios cambios 

de expresión genética de numerosos factores estrechamente relacionados con las CSCs. 

En primer lugar, se reveló que la formulación PRP tiene la capacidad de desencadenar 

una consistente inhibición del proceso EMT en las CSCs tratadas, así como inducir un 

fenotipo más diferenciado (todo ello evidenciado por las alteraciones en la expresión de 

múltiples genes, destacándose la regulación a la baja de marcadores mesenquimales 

como SNAIL o SLUG, la subida de expresión de genes relacionados con la 

diferenciación celular y la subida del marcador de fenotipo epitelial E-Cadherina). Este 

evento concuerda con estudios previos que demostraron el potencial de las (pro)enzimas 
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pancreáticas para propiciar una “re-diferenciación” de células malignas de cáncer 

pancreático y colorrectal [234], asemejándose más a las células sanas de las que 

proceden. Asimismo, ello también se posiciona en línea con la inhibición del fenotipo 

troncal/pluripotente de las CSCs expuesto previamente. En este punto cabe hacer un 

inciso para comentar la drástica subida de la expresión del gen Nanog tras el tratamiento. 

Este hecho parece emerger como una fuerte contradicción, ya que Nanog está 

directamente relacionado con el fenotipo troncal poco diferenciado de las CSCs, la 

agresividad de la enfermedad y la metástasis [264]. Sin embargo, cabe hacer hincapié en 

la importancia de la colaboración de Nanog con otras moléculas como CD44 y OCT4 

para impulsar la adquisición de características troncales por parte de las CSCs [265]. De 

hecho, los autores de este estudio especificaron la necesidad de colaboración entre 

Nanog y OCT4 para fomentar la sobreexpresión de SOX2 en este contexto. Atendiendo 

a la bajada de expresión de CD44, OCT4 (factor ampliamente reconocido como 

marcador de las CSCs [266]) y a la no alteración de los niveles de mARN de SOX2 tras 

el tratamiento con PRP (Figura 11D), resulta tentador sugerir que el drástico aumento de 

expresión de Nanog parece no ejercer un papel como factor tumorigénico. Apoyando tal 

suposición, se ha indicado que Nanog puede actuar como inhibidor de la ruta WNT al 

promover la fosforilación/inactivación de la β-catenina [267]. En el ámbito del cáncer, 

semejante fenómeno sería de especial relevancia al considerar el papel clave de la 

mencionada vía molecular en el mantenimiento de las CSCs pancreáticas y de su 

resistencia a agentes quimioterápicos como el cisplatino [268]. Congruentemente, la 

actividad antitumoral de la formulación PRP también queda patente con la atenuación 

de los niveles de expresión de numerosos genes relacionados con la metástasis y con la 

potenciación de otros tantos relacionados con la adhesión celular o categorizados como 

supresores de tumores. En este último conjunto, procede enfatizar algunos factores como 

FOXP1 dada su función dual documentada en el cáncer. En particular, se ha observado 

que los factores de transcripción de la familia FOXP pueden actuar no sólo como 

supresores de tumores, sino también como oncogenes en base al tipo de tumor que se 

considere, al tipo de factor molecular con el que interaccionen e incluso en base a 

parámetros extrínsecos al propio tumor como el status del sistema inmune [269]. 
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Ciertamente, cabe valorar cada factor molecular en el contexto apropiado. Un caso más 

concreto se puede apreciar en torno al aumento de expresión de SIRT1 en las CSCs 

tratadas. Por una parte, se ha confirmado el papel de este factor molecular en la 

potenciación de la agresividad y del fenotipo troncal en las CSCs al interaccionar con el 

complejo proteico CRL4B [270] pero, por otra parte, también se ha indicado que SIRT1 

puede funcionar como supresor tumoral al inhibir la ruta oncogénica WNT/β-Catenina 

[271]. Otro ejemplo similar lo encontramos con la subida de los niveles de expresión de 

SPARC. En el PDAC, se ha descrito que dicha proteína extracelular puede desempeñar 

una función dual tanto como oncogén promoviendo el crecimiento neoplásico o como 

supresor tumoral inhibiendo la proliferación de las células malignas y promoviendo su 

apoptosis [272]. Curiosamente, los autores de este estudio matizaron que la función de 

SPARC parecía estar profundamente condicionada por la presencia/ausencia de 

fibronectina y que, en particular, los niveles bajos de este segundo factor propiciaban el 

comportamiento de SPARC como supresor tumoral. Semejante suceso cobra especial 

relevancia atendiendo a la bajada de expresión de la fibronectina (FN1) inducida por 

PRP (Figura 12A), lo que le otorgaría un valor positivo a la subida de expresión de 

SPARC. En este campo, también merece especial atención la subida de expresión de 

SMAD4 y TP53 tras el tratamiento dado que son 2 de los genes supresores de tumores 

frecuentemente inhibidos en una gran mayoría de PDACs [250]. En conjunto, estos datos 

refuerzan el papel de PRP como agente antitumoral con un gran potencial para modular 

los equilibrios moleculares que rigen el comportamiento de las CSCs en el PDAC. 

En un mayor grado de complejidad, el tratamiento con la formulación PRP parece 

promover cambios significativos en varias rutas moleculares con un papel importante en 

el cáncer y las CSCs. En primer lugar, los resultados muestran que el tratamiento incita 

la regulación a la baja de varios genes clave de la ruta Notch, como es el caso de Notch1 

o Jag1 [273], lo cual merece una especial consideración en virtud de la estrecha relación 

de la vía Notch y la adquisición de un fenotipo troncal poco diferenciado por parte de 

las células malignas de cáncer de páncreas [274]. Reforzando la aparente inhibición de 

dicha ruta molecular, se destaca la bajada de expresión, tras la aplicación de PRP, tanto 

de SNAIL como de SLUG dado que son genes estimulados, junto con el proceso EMT, 
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por la vía Notch [275]. Por otra parte, los resultados mostraron que varios genes 

importantes de las rutas oncogénicas JNK y ERK experimentaron una bajada de 

expresión tras la aplicación de PRP. En concreto, se apreció una fuerte disminución de 

los niveles de expresión de c-JUN y c-FOS que, además de ser genes clave en las 

mencionadas vías moleculares, tienen la capacidad de interaccionar físicamente entre sí 

y Participar conjuntamente (comúnmente formando parte de un complejo proteico 

denominado AP1) en la inducción, progresión y metástasis en varios tipos de tumores 

como el cáncer gástrico [276], pulmonar [277], cervical [278] o el osteosarcoma [279]. 

Adicionalmente, el gen MEK1 también experimentó una notable bajada de expresión, 

fenómeno relevante no sólo por la implicación de MEK en la vía ERK de proliferación, 

sino por la participación del eje MEK/ERK en la adquisición de un fenotipo CSC con 

expresión de ALDH [280]. De hecho, se han realizado numerosos estudios para 

comprobar la eficacia antitumoral de inhibidores de MEK, como es el caso de un ensayo 

clínico de fase II evaluando el potencial del compuesto PD0325901 en cáncer de pulmón, 

colon, mama y páncreas [281]. Mas aún, la aparente inhibición de dicha ruta molecular 

fuertemente involucrada en la proliferación y crecimiento tumoral, propiciada por PRP, 

es consistente con el aumento de expresión de genes inhibidores de quinasas 

dependientes de ciclinas (CDKN2A, CDKN2B y CDKN2C).  En particular, la subida de 

expresión de CDKN2A merece un énfasis especial puesto que se ha determinado que es 

uno de los 4 genes más frecuentemente mutados en el PDAC junto con KRAS, TP53 y 

SMAD4 [282]. Sin embargo, el status/alteración de una vía molecular determinada 

también debería ser valorado en un contexto apropiado dada la interconexión entre rutas 

moleculares. Como prueba de ello, se ha enfatizado la necesidad de bloquear de forma 

simultánea la vía PI3K/AKT/mTOR junto con la ruta MAPK/MEK/ERK como 

estrategia antitumoral efectiva puesto que el bloqueo de cualquiera de ellas de forma 

individual suele provocar la hiperactivación de la otra a través de un mecanismo de 

compensación que otorga resistencia a las terapias inhibidoras [283].  

Respecto a la ruta TGFβ, una amplia variedad de estudios han establecido una conexión 

entre dicha vía molecular y la progresión de numerosos tipos de tumores incluyendo el 

cáncer de páncreas [284], el carcinoma hepatocelular [285], cáncer colorrectal [286], 



DISCUSIÓN 

116 
 

cáncer de próstata [287] o cáncer de ovario [288]. De hecho, cabe destacar el rol 

fundamental de la vía TGFβ en el mantenimiento, crecimiento, capacidad iniciadora de 

tumores y potencial metastásico de las CSCs del cáncer de páncreas [37]. Curiosamente, 

los resultados de la presente tesis revelaron que la formulación PRP promueve una 

alteración significativa de la expresión de varios genes estrechamente vinculados con 

esta ruta molecular. La interpretación de dichos cambios de expresión debe realizarse 

con cautela puesto que se ha documentado que la funcionalidad de la vía TGFβ puede 

experimentar profundas transformaciones durante la cronología de progresión de la 

enfermedad, actuando como una vía supresora de tumores en las primeras etapas y 

convirtiéndose en una ruta oncogénica en las fases más avanzadas [137]. Concretamente, 

pueden destacarse varias anomalías que acontecen en dicha ruta de señalización, 

responsables de semejante alteración funcional, como es el caso de la pérdida de algunos 

de sus componentes tales como SMAD4 [289], TGFβR2 [290], TGFβR3 [291] o la 

isoforma RAC1b [292]. Por el contrario, la función de dicha vía molecular como 

promotora tumoral también se caracteriza por la sobreexpresión de TGFβ1 [292] y la 

hiperactivación (por fosforilación) de SMAD2/3 aún en ausencia de SMAD4 [293]. De 

forma similar, SMAD7 ha sido identificado como un inhibidor de la ruta TGFβ en las 

primeras etapas del crecimiento neoplásico, pero como un potenciador de la capacidad 

invasiva de las células malignas en las fases más avanzadas [294]. De hecho, este mismo 

estudio muestra que una amplia variedad de tipos de cáncer exhiben una sobreexpresión 

de SMAD7, que se correlaciona positivamente con la agresividad del tumor. 

Llamativamente, nuestros resultados mostraron que el tratamiento de las CSCs 

pancreáticas con PRP desencadenó la regulación al alza de la expresión de SMAD4, 

TGFβ2, TGFβ3, de la isoforma RAC1b sobre RAC1, así como una atenuación de la 

expresión de TGFβ1, SMAD7 y de la fosforilación de SMAD2/3 (incluso bajo la 

estimulación directa con TGFβ1). De forma similar, el tratamiento con la formulación 

PRP también mostró una inhibición de la vía TGFβ/MAPK no canónica (independiente 

de SMAD), atendiendo a la disminución de los niveles de fosforilación de p38, lo que se 

enmarca en congruencia con el resto de resultados obtenidos en virtud de la relación de 

dicha vía no canónica con la ruta ERK, el proceso EMT y la agresividad de las células 
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malignas [295]. Por otra parte, el incremento de la ratio RAC1b/RAC1 inducido por las 

(pro)enzimas pancreáticas adquiere una relevancia adicional al considerar que la 

isoforma RAC1b posee la capacidad de moderar la hiperactivación de la ruta TGFβ, 

tanto su ramal canónico dependiente de SMAD [296] como su ramal no canónico 

independiente de SMAD y dependiente de p-38 [297], evitando con ello muchas de las 

repercusiones protumorales de esta vía molecular. De hecho, estudios previos han 

establecido la ratio RAC1b/RAC1 como un marcador modelo para distinguir entre 

células pancreáticas malignas con un fenotipo de clase mesenquimal y agresivo (ratio 

bajo) o uno más epitelial y menos invasivo (ratio alto) [298]. En este sentido, los autores 

de este mismo artículo apuntaron que la activación de la vía molecular TGFβ/SMAD 

contribuye a la inhibición de la expresión de RAC1b, lo cual cuadra con nuestros 

resultados que muestran un bloqueo de dicha ruta molecular y un aumento de la ratio 

RAC1b/RAC1 por acción de PRP. Así pues, todos estos datos en su conjunto sugieren 

que el tratamiento con PRP tiene el potencial para modular profundamente el status de 

la vía TGFβ en las CSCs pancreáticas, impidiendo su hiperactivación característica de 

múltiples neoplasias malignas, promoviendo su rol como ruta supresora de tumores más 

que como vía oncogénica y provocando la orientación de las CSCs hacia un fenotipo 

más epitelial (menos maligno). Apoyando esta idea, cabe enfatizar la subida de expresión 

del factor KLF17 tras la aplicación del tratamiento, dado que se ha revelado la capacidad 

de dicho factor molecular para modular la ruta TGFβ/SMAD hacia un rol promotor de 

la diferenciación celular y no inductor de un fenotipo troncal ni del proceso EMT [299]. 

En la misma línea, la aplicación de PRP desencadena cambios de expresión en varios 

miRNAs que guardan relación con el status de la ruta TGFβ y con la progresión tumoral. 

En particular, la bajada de expresión miR-21-5p tras el tratamiento se encuadra en 

consonancia con las propiedades antitumorales de PRP en virtud de su asociación con la 

progresión y la metástasis del PDAC [300]. De hecho, la bajada de miR-21 podría 

atribuirse, al menos parcialmente, con la inhibición de c-FOS y c-JUN puesto que el 

complejo proteico AP-1, expresado en gran cantidad en las CSCs, ha sido caracterizado 

por potenciar la expresión del referido miR-21 [301]. Además, la regulación a la baja de 

miR-21 tras la aplicación de PRP podría contribuir a la subida de expresión de SMAD4 
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abordada con anterioridad, puesto que se ha documentado que SMAD4 es uno de los 

genes diana inhibidos por miR-21 [302]. Por el contrario, la subida de expresión de miR-

7 destaca por el papel de esta molécula como supresor tumoral en muchos tipos de 

tumores incluyendo al PDAC [303]. En particular, la subida de expresión de miR-7 

podría relacionarse con la bajada de expresión de KLF4 (Figura 11D) inducida por PRP 

ya que se ha mostrado que dicho factor es una de las dianas moleculares cuya 

degradación es inducida por miR-7 que, con ello, podría promover una inhibición del 

fenotipo troncal en las CSCs [304].  

En otro contexto, el tratamiento con PRP aumentó los niveles de expresión de mARN de 

varios componentes importantes de la ruta molecular Hippo, incluyendo las quinasas 

MST1/2 y LATS1/2 o la proteína de andamiaje SAV1 [305]. Mas aún, los resultados 

revelaron un aumento de la fosforilación y localización principalmente citoplásmica del 

factor de transcripción YAP clave de esta ruta molecular, lo que refleja una inhibición 

de la actividad transcripcional de la vía Hippo/YAP puesto que tal fosforilación 

(promovida por el complejo quinasa LATS1/2) desencadena la localización citoplásmica 

de YAP e impide su entrada al núcleo y la activación transcripcional de sus genes diana 

[306]. Este hecho parece avalar el potencial de PRP como agente antitumoral puesto que 

la activación y localización nuclear de YAP ha sido descrita como un marcador de 

activación de la vía oncogénica HIPPO relacionada con la metástasis y el mal pronóstico 

de pacientes con PDAC [307]. Por otra parte, merece especial atención la gran cantidad 

de expresión de E-Cadherina en las CSCs control sin tratar, dado que esto podría resultar 

un tanto contradictorio atendiendo al fenotipo poco diferenciado atribuido a las CSCs. 

No obstante, este evento se encuentra acorde con otros estudios previos que 

determinaron que la línea celular BxPC-3 se caracteriza por tener una considerable 

expresión basal de E-Cadherina. Este fenómeno se explica por el desarrollo de un 

proceso EMT parcial que conduce a un fenotipo epitelial/mesenquimal híbrido [308]. 

Además, la aplicación de PRP parece conducir a una aparente disminución de la 

expresión proteica global de la E-Cadherina que parece concentrar su localización en la 

membrana plasmática celular. A priori, la reducción de la cantidad proteica global de E-

Cadherina podría parecer contradictoria con su aumento de expresión a nivel 
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transcripcional (referido previamente). Sin embargo, se debería tener en cuenta que la 

formulación PRP tiende a destruir y disgregar las estructuras esféricas formadas por las 

CSCs por lo que la cantidad celular en cada aglomeración sería significativamente menor 

que en los controles y ello podría explicar los niveles menores de fluorescencia. Además, 

cabe valorar la localización subcelular de dicha proteína tanto o más que sus meros 

niveles de expresión. Llamativamente, se ha indicado que el proceso EMT perpetrado 

por las células tumorales se caracteriza no sólo por una bajada de expresión de la E-

Cadherina, sino por una pérdida de su localización en la membrana plasmática y un 

aumento de su localización nuclear que se asocia con la pérdida del fenotipo epitelial 

[309]. Reforzando la trascendencia de tal perspectiva, se ha indicado que la localización 

subcelular de la E-Cadherina desempeña precisamente un papel regulador importante en 

la línea BxPC-3 entorno al proceso EMT [308]. Por lo tanto, podría hipotetizarse que la 

formulación PRP promueve la acción de la E-Cadherina no como un factor de 

transcripción nuclear, sino como una molécula de adhesión celular. En efecto, su 

interacción física con la β-catenina situada principalmente en la membrana plasmática 

tras la aplicación de PRP, podría vincularse con la inducción de la fosforilación de YAP 

[310]. Teniendo en cuenta que la ruta Hippo de mecano-transducción está estrechamente 

implicada en  la homeostasis/crecimiento celular en base a las condiciones extracelulares 

(características de la matriz extracelular, grado de adhesión intercelular, tipo de señales 

mecánicas de tensión/presión…) [311], los resultados sugieren que PRP podría modular 

el comportamiento de las CSCs tratadas para que se coordinaran mejor con la 

homeostasis existente en el tejido sano con el objetivo de paliar la proliferación y el 

crecimiento tumoral descontrolado. 

Bajo la perspectiva de las interrelaciones entre vías moleculares, el aumento de la 

fosforilación de YAP también podría atribuirse a la reducción de la 

fosforilación/activación de las vías de p38, JNK y ERK promovida por PRP. 

Congruentemente, se ha revelado que la activación de estas vías moleculares puede ser 

responsable del fomento de la actividad transcripcional de YAP al bloquear su 

fosforilación y retención en el citoplasma [312][313]. Por otra parte, YAP fosforilado 

tiene la habilidad de promover la fosforilación de la β-Catenina y su consiguiente 
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retención y posterior degradación en el citoplasma por lo que, en última instancia, 

contribuye a la inhibición de la ruta oncogénica WNT impidiendo que la β-Catenina 

pueda actuar como un factor de transcripción [314]. Remarcablemente, estos datos 

encajan muy bien con nuestros resultados relativos a la detección de la β-Catenina por 

inmunofluorescencia, cuya relevancia se ve acentuada dada la implicación de la ruta 

WNT/β-Catenina en la inducción del proceso EMT y la agresividad del PDAC en 

concreto [315]. Estos indicios sugieren una inhibición de la vía WNT/β-Catenina en las 

CSCs tratadas, suposición que se encuentra fortalecida por la regulación a la baja de 

ciertos ligandos iniciadores de esta ruta molecular, tales como WNT1 o WNT11, y por 

el aumento de expresión de genes supresores como SOX10 [316] o SIRT1 [271], 

desencadenada por el tratamiento con PRP. Así pues, los datos obtenidos parecen indicar 

que la base molecular responsable de, al menos buena parte, los efectos antitumorales 

derivados de la formulación PRP podría ser la profunda modulación de la vía TGFβ que 

desencadenaría las alteraciones en la ruta Hippo y WNT/β-Catenina. Además, la 

aparente inhibición de la ruta molecular Notch, junto con la bajada de expresión de sus 

componentes clave Notch1 y JAG1, podría ser atribuida también al bloqueo de las vías 

TGFβ/SMAD [317] e Hippo/YAP [318][319]. 

A continuación, se realizó el estudio con ratones utilizando xenoinjertos tumorales para 

analizar los efectos de PRP in vivo. En primer lugar, las CSCs pretratadas con PRP 

exhibieron una menor capacidad para iniciar el crecimiento tumoral en los ratones. Este 

evento es especialmente relevante ya que la alta capacidad iniciadora de tumores de 

Novo es una propiedad básica y exclusiva de la población de CSCs y no de otras 

subpoblaciones de células malignas con fenotipo más diferenciado [320]. De hecho, este 

fenómeno también podría entenderse como una reducción de la capacidad metastásica 

de las CSCs pretratadas puesto que la capacidad iniciadora de tumores es igualmente 

necesaria para promover el crecimiento tumoral en un tejido distinto a donde se origina 

el cáncer primario. Resulta tentador hipotetizar que tal circunstancia podría deberse no 

sólo a una reducción de la agresividad de las propias CSCs, sino también a una 

disminución de la habilidad de las CSCs para generar el nicho adecuado para el 

desarrollo tumoral, por ejemplo, mediante la alteración de su potencial secretor de 
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factores de crecimiento y/o angiogénicos. En efecto, la propiedad anti-angiogénica de 

PRP ha sido demostrada en estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo [234]. 

Asimismo, los amplios cambios desencadenados por las (pro)enzimas pancreáticas en la 

expresión de citoquinas también se encuentran en consonancia con una posible alteración 

de la comunicación entre las células malignas y las células del estroma sano. En 

particular, la bajada de expresión de IL-8 observada in vitro podría tener importantes 

implicaciones en este contexto dada la relación entre la alta secreción de esta citoquina 

inflamatoria en el PDAC y la generación de un TME inhibidor de la respuesta inmune 

antitumoral [321]. Por otra parte, la drástica disminución de la expresión de SPP1 resulta 

relevante en este ámbito puesto que se ha determinado que la alta secreción de esta 

citoquina se encuentra relacionada con la promoción de la angiogénesis y el nicho 

inflamatorio característico de los tumores sólidos [322][323]. En la misma línea, se ha 

descrito que la terapia con enzimas pancreáticas posee un potencial inmunomodulador y 

antiinflamatorio [233]. Además, los tumores que sí se desarrollaron en este grupo de 

pretratamiento experimentaron una reducción de su crecimiento respecto al grupo 

control sin tratar, lo que sugiere una extrapolación al nivel in vivo de los efectos 

antitumorales apreciados previamente in vitro (efecto directo de PRP sobre las CSCs). 

Congruentemente, se comprobó que el tratamiento continuado con PRP de los ratones 

que desarrollaron crecimiento tumoral (grupo de pretratamiento + tratamiento) derivó en 

una merma aún más significativa del tamaño de los tumores en comparación con el grupo 

control y el grupo de pretratamiento. Por otra parte, el análisis histológico de los tumores 

expuestos a PRP reveló una reducción significativa del estroma fibrótico asociado al 

tumor, lo que es de especial trascendencia teniendo en cuenta que el PDAC se caracteriza 

precisamente por exhibir un tejido estromal circundante altamente fibrótico que 

promueve la progresión de la patología y la aparición de metástasis [324]. Este fenómeno 

podría explicarse debido a la modulación de la ruta TGFβ propiciada por PRP, así como 

por una probable e importante reducción en la expresión del ligando TGFβ1 por parte de 

las CSCs también en el nivel in vivo, dado el rol crucial de dicho ligando en la corrupción 

y activación de los CAFs en el TME [325]. Tal suposición estaría apoyada por los 

hallazgos observados con anterioridad in vitro y por estudios previos que demostraron 
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que la administración oral de enzimas pancreáticas a pacientes conduce a una 

disminución de la concentración de TGFβ1 en sangre [326]. Otra posible circunstancia 

que podría contribuir a este evento sería la actuación de PRP sobre las propias células 

del TME, destacándose los CAFs, promoviéndoles la adquisición de un fenotipo menos 

fibrótico/protumoral. De hecho, la posibilidad de que PRP tenga la habilidad de alterar 

(directa y/o indirectamente) el fenotipo de los CAFs y, en tal caso, la naturaleza de tales 

alteraciones está siendo actualmente analizado en nuestro laboratorio. En cualquier caso, 

parece claro que PRP induce cambios en el TME circundante al tumor, lo que cobra 

mayor relevancia teniendo en cuenta el rol del TME en la generación/mantenimiento de 

la población de CSCs en una masa tumoral sólida (referido con anterioridad en la 

explicación del modelo Dinámico de progresión tumoral). Tal suposición, junto con un 

efecto directo de PRP sobre las propias CSCs, podría explicar la reducción de expresión 

del marcador de CSCs CD44 detectada en los ensayos in vivo, Este fenómeno se 

encuentra en concordancia con la línea de observaciones presentadas hasta el momento 

y merece ser resaltado dada su vinculación con la reducción de la proliferación, 

capacidad invasiva y resistencia a la gemcitabina de las células malignas de cáncer de 

páncreas [327] [328]. 

Todos estos resultados se encuentran recogidos en un estudio publicado por nuestro 

grupo [236] en el que, a modo de resumen, el potencial antitumoral de la formulación 

PRP ejercido directamente sobre las CSCs pancreáticas tanto in vitro como in vivo 

podría atribuirse, al menos en parte, a la alteración de la ruta molecular TGFβ. Los 

cambios en las CSCs pancreáticas inducidos por PRP parecen fomentar la actuación de 

dicha ruta molecular como una vía antitumoral más que como una vía protumoral, 

desencadenando la inhibición de rutas oncogénicas comúnmente potenciadas en las 

CSCs tales como Hippo/YAP, WNT/β-Catenina y la vía Notch. Tales hallazgos resultan 

de especial trascendencia teniendo en cuenta que la inhibición/modulación 

farmacológica de las rutas de señalización TGFβ/SMAD, WNT/β-catenina, Notch [329] 

o Hippo/YAP [330] ha sido abordado como estrategia terapéutica para eliminar la 

subpoblación de CSCs y así combatir el cáncer. No obstante, cabe mencionar que la 

erradicación drástica de las CSCs solamente constituiría una solución temporal ya que 
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nuevas células sin fenotipo troncal de la masa cancerosa quedarían expuestas en los 

bordes de la misma a las señales moleculares procedentes del TME circundante. Por 

ende, dichas células malignas adquirirían un fenotipo troncal y formarían una nueva 

subpoblación de CSCs (de acuerdo al modelo Dinámico). Como alternativa, el 

tratamiento con PRP no mata de forma drástica la población de CSCs, sino que la modula 

y la hace menos agresiva (evitando con ello la erradicación de una subpoblación de CSCs 

dada que desencadene la aparición de otra nueva). Tomando en consideración los 

resultados descritos en el presente trabajo junto con el modelo alternativo de progresión 

tumoral presentado previamente, se podría afirmar que la formulación PRP revierte, al 

menos parcialmente, el fenotipo troncal de las CSCs hasta una etapa anterior en la 

cronología de evolución/progresión de las células malignas (etapa no troncal, con una 

menor agresividad). Esta suposición no sólo se ve apoyada por todos los resultados 

expuestos, sino por el potencial antiinflamatorio de las (pro)enzimas pancreáticas 

documentado en estudios previos [233]. Tal propiedad atribuible al compuesto PRP 

otorga fundamento a la mencionada suposición puesto que la inflamación crónica 

vinculada a la enfermedad del cáncer es uno de los ejes centrales que desencadenan la 

progresión de la patología atendiendo al referido modelo alternativo de progresión 

tumoral. En este contexto, sería interesante diseñar nuevos estudios para valorar el 

posible efecto del compuesto PRP en la expresión y actividad de las deaminasas, 

destacando las de la familia ADAR, en virtud de su relación con la evolución de las 

células malignas no troncales hasta CSCs. De forma similar, podrían llevarse a cabo 

otras investigaciones para verificar si el tratamiento con PRP tiene la capacidad de alterar 

la comunicación bidireccional entre las células tumorales y las células del estroma 

circundante, incluyendo el fenotipo de los CAFs o los TAMs (concretamente el fenotipo 

de tipo regenerativo estrechamente vinculado con la aparición/actividad de las CSCs). 

Por último, también sería interesante analizar si el compuesto terapéutico PRP posee la 

capacidad de alterar otras propiedades características del cáncer y las CSCs como es el 

caso de su habilidad para adquirir un fenotipo quimioresistente. 
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CONCLUSIONS 
 

1. The crosstalk between chronic inflammation, deaminases deregulation, 

intra-tumour genetic heterogeneity and cancer phenotypic plasticity is 

integrated in a new tumour progression model. This model unifies 

previously accepted cancer models and may help to develop more 

effective therapeutic approaches. 

2. The molecular signature and distribution of stromal cells within the 

tumour microenvironment are a reflection of the different stages of 

tumour development. Cancer-associated fibroblasts promote stemness 

between tumour cells. Thus, therapeutic strategies targeting the tumour 

microenvironment are as important as directly targeting the cancer stem 

cells subpopulations and tumour spread. 

3. PRP treatment has a significant impact on the cancer stem cells 

subpopulation by the downregulation of genes and miRNAs related to 

stemness. Cancer stem cells treated with PRP lose their tumour-initiating 

potential and are more susceptible to conventional therapies.   

4. The PRP formulation is not a cytotoxic agent. Instead, PRP induces 

profound transcriptional changes in treated cells, for instance the 

downregulation of genes related to the EMT process and metastasis or the 

upregulation of important tumour-suppressor factors.  

5. The PRP formulation modulates relevant cancer stem cells-related 

molecular pathways such as TGFβ/SMAD, WNT/β-Catenin, MAPK, 

Hippo/YAP and Notch.  

6. PRP inhibits tumour initiation and growth in nude mice. Further, PRP 

formulation in vivo affects the tumour microenvironment by reducing its 

fibrotic nature. This effect could be linked to the ability of PRP treatment 
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to impair the communication between cancerous cells and the 

surrounding stroma through the alteration of the expression of a wide 

variety of cytokines.  

7. The PRP formulation has a great potential to be translated to the clinical 

arena, being suitable to be used as a more personalized therapy directed 

against cancer stem cells and the tumour microenvironment in order to 

avoid cancer recurrence and metastasis. 
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CONCLUSIONES 
 

1.  La interacción entre la inflamación crónica, la desregulación de 

deaminasas, la heterogeneidad genética intra-tumoral y la plasticidad 

fenotípica del cáncer son integrados en un nuevo modelo de progresión 

tumoral. Este modelo unifica modelos de cáncer previamente aceptados 

y puede ayudar a desarrollar enfoques terapéuticos más efectivos.  

2. La distribución y firma molecular de las células del estroma dentro del 

microambiente tumoral es un reflejo de las diferentes etapas del 

desarrollo del tumor. Los fibroblastos asociados con el cáncer promueven 

la stemnes entre las células tumorales. Por lo tanto, las estrategias 

terapéuticas dirigidas a la TME son tan importantes como las dirigidas 

directamente a las subpoblaciones de células madre cancerígenas.  

3. El tratamiento con PRP tiene un impacto significativo en la subpoblación 

de CSC mediante la regulación a la baja de genes y miARN relacionados 

con el fenotipo stem. Por lo tanto, después del tratamiento, las CSC 

pierden su potencial iniciador de tumores y son más susceptibles a las 

terapias convencionales.  

4. La formulación de PRP no es un agente citotóxico. En cambio, el PRP 

induce cambios transcripcionales profundos en las células tratadas, por 

ejemplo, la regulación a la baja de genes relacionados con el proceso 

EMT, la metástasis y la regulación al alza de importantes factores 

supresores de tumores.  

5. La formulación de PRP modula vías moleculares relevantes relacionadas 

con CSC, como TGFβ/SMAD, WNT/β-catenina, MAPK, Hippo/YAP y 

Notch.  

6. PRP inhibe la iniciación y el crecimiento de tumores en ratones desnudos. 

Además, la formulación de PRP in vivo afecta al TME al reducir su 
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naturaleza fibrótica. Este efecto podría estar relacionado con la capacidad 

del tratamiento con PRP para alterar la comunicación entre las células 

cancerosas y el estroma circundante a través de la alteración en la 

expresión de una amplia variedad de citoquinas.  

7. La formulación de PRP tiene un gran potencial para ser trasladada al 

ámbito clínico, siendo adecuada para ser utilizada como una terapia más 

personalizada dirigida contra las células madre cancerígenas y el 

microambiente tumoral para evitar la recurrencia del cáncer y la 

metástasis. 
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Elena López-Ruiz, Shivan Barungi, Juan Antonio Marchal, Macarena Perán. 
Revisiting the Dynamic Cancer Stem Cell Model: Importance of Tumour 
Edges.  

2. Breve resumen: 
La falta de un tratamiento eficaz contra el cáncer no se debe sólo a su enorme 
heterogeneidad, sino también al hecho de que aún no tenemos una respuesta a 
la pregunta sobre ¿cómo se origina el cáncer? Entre los modelos propuestos 
para explicar el desarrollo del cáncer, el modelo jerárquico ha sido ampliamente 
aceptado. Sin embargo, este modelo no logra explicar varias observaciones 
experimentales, como la ubicación de las células madre cancerosas (CSC) 
dentro de un tumor o la diferencias entre tumores primarios y metastásicos. 
Además, la creciente evidencia muestra que el fenotipo CSC no es un estado 
estable en el tiempo. Aquí, presentamos una revisión crítica sobre los supuestos 
modelos de desarrollo tumoral, haciendo hincapié en la relevancia de la 
naturaleza dinámica y cambiante del cáncer y la población de CSC en la que el 
microambiente tumoral juega un papel crucial. En este estudio proponemos un 
nuevo modelo de origen tumoral que podría tener un impacto en el desarrollo 
de nuevas estrategias terapéuticas. 
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Pancreatic (pro)enzymes treatment suppresses BXPC-3 pancreatic Cancer 
Stem Cel subpopulation and impairs tumour engrafting.  

2. Breve resumen:  
La subpoblación de células madre cancerosas (CSC) dentro del tumor es 
responsable de la metástasis y de la recurrencia tumoral. Aquí investigamos in 
vitro e in vivo los efectos de una mezcla de (pro)enzimas pancreáticas 
compuesta por quimotripsinógeno A y tripsinógeno (PRP) en células madre 
cancerígenas (CSC) derivadas de una línea celular de cáncer de páncreas 
humano, BxPC3. La exposición de las esferas de CSCs pancreáticas al PRP 
resultó en una disminución significativa de la señal de ALDEFLUOR y de 
marcadores específicos de CSC pancreáticas como son: CD 326, CD 44 y 
CxCR4, medidas por citometría de flujo. También se analizó la expresión de 
los marcadores de CSC mediante inmunofluorescencia y ensayos de western 
blotting. Además, demostramos que PRP también inhibe la formación de 
esferas primarias y secundarias de CSCs. Seguidamente, tres matrices de PCR 
RT2 Profiler se utilizaron para estudiar la regulación de la expresión de 
múltiples genes después del tratamiento con PRP y dieron como resultado, (i) 
una inhibición de la transición epitelial-mesenquimal (EMT); (ii) la supresión 
de genes relacionados con las CSCs; (iii) el aumento de la expresión de genes 
supresores de tumores; (iv) una disminución de la expresión de genes de 
migración y metástasis y (v) una modulación de la vía de Señalización de las 
MAP Quinasas. Por otra parte, se realizó un estudio mas detallado sobre el 
estado funcional de varias rutas moleculares características de las CSCs como 
la vía TGFβ, WNT/β-catenina, Hippo y Notch, lo cual mostró que el tratamiento 
con PRP promueve una inhibición de todas ellas. Finalmente, los estudios in 
vivo con xenoinjertos tumorales en ratones inmunodeprimidos demostraron una 
alta eficacia antitumoral de PRP contra los tumores inducidos por las CSC 
pancreáticas humanas. El tratamiento con PRP disminuyó el número de tumores 
en ratones inmunodeprimidos y redujo el tamaño de los tumores que sí se 
desarrollaron en los ratones tratado. La conclusión de este estudio es que el 
tratamiento con las (pro)enzimas pancreáticas es una estrategia valiosa para 
suprimir la población de CSCs en tumores pancreáticos sólidos. 
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2. Breve resumen:  
Está ampliamente documentado que el microambiente tumoral (TME) juega un 
papel clave en la promoción de quimioresistencia, en el apoyo de la progresión 
tumoral, la capacidad invasiva, la metástasis e incluso en el mantenimiento de 
las células madre cancerígenas (CSC). Aquí, revisamos la formación del TME 
presentándola como un reflejo de la propia organización de un tumor durante 
las diferentes etapas de desarrollo del tumor. Curiosamente, grupos 
funcionalmente diferentes de células estromales parecen tener distribuciones 
espaciales específicas dentro del TME que cambian a medida que el tumor 
evoluciona hacia una etapa avanzada de progresión, lo que se correlaciona con 
el hecho de que las CSC se encuentren principalmente en los bordes de las 
masas tumorales sólidas en las etapas de progresión avanzadas. También nos 
centramos en la retroalimentación continua que se establece entre un tumor y 
su entorno. La “conversación” entre las células de la masa tumoral y las células 
del estroma marca la evolución de ambos tipos de células interrelacionadas. Un 
ejemplo de ello podrían ser las transformaciones metabólicas y funcionales que 
experimentan las células estromales debido a la actividad tumoral. Además, 
también se abordan las bases moleculares de la diseminación metastásica, 
haciendo especial énfasis en la formación del nicho pre-metastásico en 
localizaciones específicas como reflejo de la firma molecular del tumor 
primario. Finalmente, se sugieren varios enfoques terapéuticos dirigidos al 
TME primario y al nicho pre-metastásico. Por ejemplo, un análisis sistemático 
del TME justo adyacente a la masa tumoral para establecer la proporción de 
miofibroblastos/fibroblastos inflamatorios asociados con el cáncer 
(mCAFs/iCAFs) O la implementación de terapias de "reeducación" que 
consisten en transformar células estromales que apoyan al tumor hacia células 
supresoras de tumores. En resumen, para mejorar nuestro manejo clínico del 
cáncer, es crucial entender y aprender cómo gestionar la estrecha interacción 
entre la masa tumoral primaria, el TME y la metástasis. 
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2. Breve resumen:  
El aumento en la incidencia del cáncer muestra que existe la necesidad de 
comprender mejor la heterogeneidad tumoral para desarrollar tratamientos 
eficientes. Curiosamente, hay varias características comunes a casi todos los 
tipos de cáncer, como por ejemplo la inducción de inflamación crónica o la 
alteración funcional de las deaminasas. Las deaminasas son una familia de 
enzimas con capacidad de edición de nucleótidos, que se clasifican en dos 
grupos principales: basadas en ADN y basadas en ARN. La estrecha relación 
entre la inflamación y la desregulación de estas moléculas ha sido ampliamente 
documentada, lo que puede explicar la peculiar heterogeneidad intra-tumoral, 
tanto a nivel de mutaciones en el ADN como a nivel transcripcional, de esta 
enfermedad. En efecto, la heterogeneidad en el cáncer dificulta establecer un 
modelo único de progresión tumoral. Actualmente, hay tres modelos 
principales de progresión del cáncer: estocástico, jerárquico y dinámico, aunque 
no hay consenso sobre cuál de ellos representa mejor la biología del cáncer 
porque generalmente se simplifican demasiado. Aquí, para explicar con 
precisión la progresión del tumor, proponemos interacciones entre la 
inflamación crónica, la desregulación de deaminasas, la heterogeneidad 
genética intra-tumoral, la plasticidad fenotípica del cáncer e incluso la 
aparición, previamente propuesta, de la población de CSCs en los bordes de las 
masas tumorales sólidas en etapas de progresión avanzadas (en lugar de ser las 
células de origen de las neoplasias malignas primarias). El nuevo modelo de 
desarrollo tumoral propuesto en este estudio no contradice los modelos 
previamente aceptados y puede abrir una ventana a enfoques terapéuticos 
interesantes. 
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