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Resumen 

La reprogramación celular es el proceso por el que una célula 

somática diferenciada adquiere características de célula madre 

embrionaria, convirtiéndose en una célula pluripotente con capacidad 

para formar células de las tres capas embrionarias. El desarrollo de una 

estrategia de reprogramación basada en el uso de factores definidos ha 

supuesto una revolución en el campo de la reprogramación celular, 

aumentando considerablemente el número de tipos celulares que se han 

logrado reprogramar con éxito. Sin embargo, la reprogramación de 

células tumorales sigue siendo un proceso poco eficiente. 

En primer lugar, en este trabajo evaluamos las dificultades que 

presentan las células transformadas para ser reprogramadas. Además, 

observamos como durante el proceso de reprogramación estas células 

se ven afectadas negativamente, por lo que decidimos estudiar el efecto 

de la expresión de los factores de reprogramación en células 

transformadas tanto humanas como de ratón. Observamos que la 

expresión de los factores de reprogramación reduce la viabilidad de las 

células transformadas y activa los procesos de apoptosis y senescencia 

celular, acompañados por un aumento de daño en el ADN. También 

analizamos la contribución individual de cada uno de los factores de 

reprogramación a los efectos observados; vemos que los factores Oct4 

y Klf4 parecen ser los responsables principales de la reducción en la 

viabilidad celular. Además, evaluamos el papel de p21 en la respuesta 

celular a la expresión de los factores, tanto conjunta como individual, 

demostrando que esta proteína juega un papel central como mediador 

en la activación de los procesos de senescencia y apoptosis observados 

durante la expresión de los factores de reprogramación. 

Finalmente, también estudiamos el efecto de la expresión de los 

factores de reprogramación sobre la progresión tumoral in vivo. Para 

ello utilizamos diferentes modelos y en todos ellos observamos cómo 

la expresión de los factores de reprogramación reduce el crecimiento 

tumoral y activa procesos de apoptosis celular. 

En conjunto, esta tesis demuestra que la expresión de los factores 

de reprogramación reduce la viabilidad y la capacidad proliferativa de 

las células tumorales tanto en sistemas in vitro como in vivo y describe 

los mecanismos moleculares activados en estas células en respuesta a 

la expresión de los factores de reprogramación. 



 

  



Resumo 

A reprogramación celular é o proceso polo cal unha célula somática 

diferenciada adquire as características dunha célula nai embrionaria, 

converténdose nunha célula pluripotente con capacidade para formar 

células das tres capas embrionarias. O desenvolvemento dunha 

estratexia de reprogramación baseada no uso dunha serie de factores 

definidos provocou unha revolución no campo da reprogramación 

celular, aumentando considerablemente o número de tipos celulares que 

foron reprogramados con éxito. Non obstante, a reprogramación das 

células tumorais segue sendo un proceso ineficiente. 

En primeiro lugar, neste traballo avaliamos as dificultades que 

presentan as células transformadas para ser reprogramadas. Ademáis, 

observamos como estas células son afectadas negativamente durante o 

proceso de reprogramación, polo que decidimos estudar o efecto da 

expresión dos factores de reprogramación en células transformadas 

tanto humanas como de rato. Observamos que a expresión dos factores 

de reprogramación reduce a viabilidade das células transformadas e 

activa os procesos de apoptose e senescencia celular, acompañado dun 

aumento do dano no ADN. Tamén se analiza a contribución individual 

de cada un dos factores de reprogramación aos efectos observados; 

vemos que os factores Oct4 e Klf4 parecen ser os principais 

responsables da redución da viabilidade celular. Ademáis, avaliouse o 

papel de p21 na resposta celular á expresión dos factores, tanto 

conxunta como individualmente, mostrando que esta proteína xoga un 

papel central como mediadora na activación dos procesos de 

senescencia e apoptose observados durante a expresión dos factores de 

reprogramación. 

Finalmente, tamén estudamos o efecto da expresión dos factores de 

reprogramación na progresión tumoral in vivo. Para iso utilizamos 

diferentes modelos, observando como a expresión dos factores de 

reprogramación reduce o crecemento tumoral e activa procesos de 

apoptose celular. 

No seu conxunto, esta tese mostra que a expresión dos factores de 

reprogramación reduce a viabilidade e a capacidade proliferativa das 

células tumorais tanto en sistemas in vitro como in vivo e describe os 

mecanismos moleculares que se activan nestas células en resposta á 

expresión dos factores de reprogramación.



 

 



Summary 

 

Cell reprogramming is the process by which differentiated somatic 

cell acquires characteristics of an embryonic stem cell, becoming a 

pluripotent cell with the capacity to form cells of the three embryonic 

layers. The development of a reprogramming strategy based on the use 

of defined factors has been a great advance in this field, considerably 

increasing the number of cell types that have been successfully 

reprogrammed. However, tumor cell reprogramming remains an 

inefficient process. 

First, we evaluate the difficulties that transformed cells presents 

during reprogrammed. Furthermore, we observed how these cells are 

negatively affected during the reprogramming process, so we decided 

to study the effect of the expression of reprogramming factors in 

transformed human and mouse cells. We observed that the expression 

of reprogramming factors reduces the viability of transformed cells and 

activates the processes of apoptosis and cellular senescence, 

accompanied by an increase in DNA damage. We also analyze the 

individual contribution of each reprogramming factor to the observed 

effects; we see that Oct4 and Klf4 seems to be the main responsibles in 

the reduction of cell viability. In addition, we evaluated the role of p21 

in the cellular response to the expression of factors, both joint and 

individual, showing that this protein plays a central role as a mediator 

in the activation of the senescence and apoptosis processes observed 

during the expression of reprogramming factors. 

Finally, we also study the effect of the expression of 

reprogramming factors on tumor progression in vivo. For this we use 

different models and in all of them we observe how the expression of 

reprogramming factors reduces tumor growth and activates processes 

of cell apoptosis. 

The thesis shows that the expression of reprogramming factors 

reduces the viability and proliferative capacity of tumor cells both in 

vitro and in vivo systems and describes the molecular mechanisms 

activated in these cells in response to the expression of reprogramming 

factors. 
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GFP: Green Fluorescent Protein 

GTP: Guanosine Triphosphate 

H&E: Hematoxilina y Eosina 

HEK293T: Human Embryonic Kidney 293T 

HP1: Heterochromatic Protein 1 

HRP: Horseradish Peroxidase 

H2AX: H2A Histone family member X  

H3: Histone H3 

Il6: Interleukin 6 

Ink4: Inhibitors of CDK4 

iPSC: Induced Pluripotent Stem Cell 

i4F: Inducible four Factor 

Klf4: Krüppel-like factor 4 

KO: Knock-out  

KSR: Knock-out Serum Replacement  

LB: Luria-Broth  

LIF: Leukemia Inhibitory Factor 

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 

MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts 

Mek: MAP kinase kinase 

mTOR: Mammalian Target Of Rapamycin 

NT: Natural killers 

Oct4: Octamer-binding Transcription factor 4  

OIS: Oncogene Induced Senescence 

PBS: Phosphate Buffered Saline 

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PDAC: Pancreatic Ductal Adenocarcinoma 

PEI: Polietilenimina 

p21: Cdk inhibitor CIP1  

p53: Cellular tumor antigen p53  

qRT-PCR: Quantitative Real Time PCR 

RalGDS: Ral guanine nucleotide dissociation stimulator 

Ras: Rat sarcoma 

Ras-GAPs: Ras-GTPase Activating Proteins 

Ras-GEFs: Ras-Guanine nucleotide Exchange Factor 
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RB: Retinoblastoma 

RIPA: Radio-Immune Precipitation Assay 

RIS: Reprogramming Induced Senescence 

RT: Room Temperature 

rtTA: Reverse Tetracycline-controlled Transactivator 

SA-beta-Gal: Senescence Associated beta-galactosidase 

SAHF: Senescence-Associated Heterochromatin Foci 

SASP: Senescence Associated Secretory Phenotype  

SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer  

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 

shp21: Short Hairpin RNA contra p21 

Sox2: Sex determining region Y-box 2  

SPF: Specific Pathogen Free 

SSEA1: Stage-Specific Embryonic Antigen 1 

TetOP: Tetracycline-Controlled Promoter 

TNFα: Tumour Necrosis Factor α 

wt: Wild type  

X-Gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside 

53BP1: p53 Binding Protein 1 
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1. Reprogramación celular 

 
1.1. CÉLULAS MADRE: PLURIPOTENCIA Y DIFERENCIACIÓN 

Las células madre están presentes en todos los organismos 

multicelulares y se caracterizan por poder presentar divisiones 

asimétricas; por un lado, dan lugar a células madre idénticas a las 

progenitoras de las que derivan y por otro, pueden dar lugar a células 

que se diferenciarán en linajes concretos obteniendo funciones 

específicas que difieren de las células de las que derivan (Smith, 2001; 

Weissman et al., 2001). Las células madre presentan por lo tanto dos 

características fundamentales: la autorrenovación y la capacidad de 

diferenciación. 

La autorrenovación es el proceso por el que una célula madre se 

divide generando células hijas con el mismo potencial de diferenciación 

que la célula de la que derivan. Esta característica es fundamental 

porque permite que se mantenga la población de células madre en los 

organismos adultos para asegurar la renovación de las células en los 

diferentes tejidos y también es determinante durante el desarrollo 

embrionario porque permite que las células madre aumenten su número 

contribuyendo en la formación de los diferentes tejidos y órganos (He 

et al., 2009). 

Las células madre son células indiferenciadas con una gran 

capacidad para generar diferentes tipos celulares con funciones muy 

diversas; células intestinales, células nerviosas o células musculares, 

entre otras. El proceso por el que estas células indiferenciadas forman 

los diferentes tipos celulares se denomina diferenciación y se 

caracteriza por estar altamente regulado (Weissman et al., 2001). 

Estas características de las células madre permiten que durante el 

desarrollo embrionario a partir de una única célula (el cigoto) se forme 

un organismo con más de 200 tipos celulares distintos. Sin embargo, 

dentro de las células madre no todas presentan la misma capacidad de 

diferenciación, existiendo diferentes niveles en función de los tipos 

celulares que puedan producir. 
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Figura 1. Imagen que ilustra la metáfora utilizada por Waddington. Se muestra el 

desarrollo celular normal (izquierda), en referencia al proceso de diferenciación 
celular que sufre una célula pluripotente (bola superior) para convertirse en una 
célula diferenciada (bola inferior) con una función tejido especifica. También 
muestra el proceso de reprogramación celular (derecha), por el que una célula 
diferenciada se convierte en una célula pluripotente recorriendo el camino opuesto 
al anterior. 
 

Durante el proceso de diferenciación, por el que se generan los 

diferentes tipos de células madre y de células somáticas, se modifica el 

patrón de expresión de diversos genes ajustándolo según el tipo celular 

que se pretenda obtener. Conrad Waddington representó este proceso 

utilizando una metáfora en la cual se representa a las células como 

canicas que ruedan por la ladera de una montaña con diferentes 

bifurcaciones que representan diferentes ajustes en los patrones de 

expresión génica, hasta alcanzar los lugares más bajos de la misma 

estabilizándose. Estos puntos representarían los diferentes tejidos que 

constituyen el organismo (Waddington C. H., 1957) (Figura 1). 

En un principio se consideraba que este proceso de diferenciación 

era irreversible y que una vez alcanzado el estado de célula somática 

diferenciada esta identidad celular permanecería inalterable. Sin 

embargo, se han desarrollado diferentes estrategias (que trataremos en 

el siguiente apartado) que demuestran que las células diferenciadas 

conservan información suficiente como para revertir en mayor o menor 

medida las modificaciones realizadas durante el proceso de 

diferenciación. Por lo tanto, esta identidad celular se puede modificar, 

adquiriendo las células características diferentes a las que presentaban 
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en un principio. Este proceso se denomina plasticidad celular. Esta 

plasticidad permite producir cambios controlados en las células 

diferenciadas que modifican su identidad celular. Ejemplo de esto 

serían los procesos de transdiferenciación y reprogramación celular 

(Figura 1). 

 

1.2. PRIMERAS ESTRATEGIAS DE REPROGRAMACIÓN CELULAR 

La reprogramación celular se define como el proceso por el que una 

célula somática diferenciada adquiere características de célula madre 

embrionaria, convirtiéndose así en una célula pluripotente con 

capacidad para formar células de las tres capas embrionarias. 

El primer ejemplo de reprogramación celular fue llevado a cabo 

por John Gurdon y para ello transfirió el núcleo de una célula somática 

a un oocito enucleado de Xenopus. Como resultado obtuvo un 

organismo completo y genéticamente idéntico al donante de la célula 

somática (Gurdon, 1962). Esto demuestra que el proceso de 

diferenciación no es irreversible y que, por lo tanto, las células no 

pierden información durante el mismo puesto que con esta estrategia se 

consiguió llegar hasta el estado totipotente. En el año 1997 Wilmut 

realizó ensayos similares utilizando células de mamífero y consiguió 

clonar a la oveja Dolly (Wilmut et al., 1997). En ambos casos la 

estrategia utilizada fue la transferencia nuclear de células somáticas 

(SCNT, Somatic Cell Nuclear Transfer), que consiste en la 

introducción del núcleo de una célula somática completamente 

diferenciada en un oocito no fertilizado y enucleado (Figura 2). Esta 

célula prolifera y forma un organismo que es genéticamente idéntico a 

la célula somática donante del núcleo, lo que es indicativo de que el 

citoplasma del oocito contiene factores que son determinantes para la 

inducción de la pluripotencia en la célula (Yamanaka & Blau, 2010). 

Posteriormente se desarrolló otra estrategia de reprogramación 

basada en la fusión celular entre una célula somática y una célula madre 

pluripotente. Estos experimentos se realizaron tanto en células de ratón 

como en células humanas (Blau et al., 1983; Tada et al., 2001) (Figura 

2). Con esta técnica se consiguió que células somáticas expresasen 

genes relacionados con la pluripotencia como Oct4 o Nanog y que se 
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diferenciasen en células de las tres capas embrionarias (Do & Schöler, 

2004). 

 

 
Figura 2. Estrategias de reprogramación celular. Representación esquemática de 
las estrategias de reprogramación celular: transferencia nuclear somática, fusión 
celular y expresión de factores definidos.  

 

En conjunto estos experimentos demuestran que la información 

necesaria para alcanzar el estado pluripotente no se pierde durante el 

proceso de diferenciación y que existen factores que modulan la 

expresión de los genes responsables de la misma. Además, se conocen 

factores cuya expresión permite cambiar la identidad de una célula 

somática diferenciada directamente a otro tipo celular diferenciado. 

Este proceso se denomina transdiferenciación y se ha demostrado en 

varios ensayos, como por ejemplo en los realizados en mieloblastos en 

lo que la sobreexpresión de GATA1 produce su conversión a 

megacariocitos (Kulessa et al., 1995) o los realizados con linfocitos B 

en los que la sobreexpresión de CEBP/ α los convierte en macrófagos 

(Xie et al., 2004). Del mismo modo, podrían existir factores específicos 

cuya expresión podría revertir el proceso de diferenciación y recuperar 

la pluripotencia. 
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1.3. REPROGRAMACIÓN CELULAR POR FACTORES DEFINIDOS 

En el año 2006, Takahashi y Yamanaka desarrollan una nueva 

estrategia de reprogramación basada en el uso de una serie de factores 

definidos. Diseñan un sistema en el cual mediante la introducción de 

cuatro factores de transcripción, concretamente: Oct3/4 (Octamer-

binding transcription factor 3/4), Klf4 (Krüppel-like factor 4), Sox2 

(SRY-box 2) y c-Myc en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios 

de ratón (MEFs, Mouse embryonic fibroblasts) consiguen obtener 

células madre de pluripotencia inducida (iPSC, induced pluripotent 

stem cell) (Takahashi & Yamanaka, 2006) (Figura 2). Estudios 

posteriores demostraron que algunos de los factores pueden ser 

sustituidos por otros o incluso que es posible prescindir de alguno de 

ellos, como Myc, para la reprogramación de determinados tipos 

celulares (Nakagawa et al., 2008). Generalmente estos factores son 

denominados como OSKM o factores de Yamanaka. 

La estrategia desarrollada por Takahashi y Yamanaka ha supuesto 

un avance importante en el campo de la reprogramación celular, 

provocando que muchos investigadores se interesen en este fenómeno. 

Sin embargo, los mecanismos moleculares por los que estos factores 

desencadenan la reprogramación no están del todo claros. La hipótesis 

que se plantea actualmente postula que este proceso se dividiría en dos 

etapas: una temprana y una tardía. La etapa temprana se caracterizaría 

por ser un evento estocástico y poco eficiente en el que los factores se 

unirían a multitud de genes. Entre estos, se encontrarían genes 

relacionados con la identidad somática de la célula y genes relacionados 

con la pluripotencia, de modo que los factores provocarían el 

silenciamiento de los primeros y la expresión de los segundos 

(Sridharan et al., 2009). La baja eficiencia de esta primera etapa se cree 

que puede ser debida a que muchos de los genes relacionados con la 

pluripotencia se encuentran en regiones del genoma con 

conformaciones de cromatina poco accesibles (Soufi et al., 2012). La 

etapa tardía se caracteriza por ser un evento más previsible y que se 

produciría de manera jerárquica, de modo que en esta segunda etapa los 

factores podrían acceder y promover la expresión de genes relacionados 

con el estado de pluripotencia estable, evento que no sería posible 

durante la primera etapa (Buganim et al., 2012). De esta forma, el 
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resultado de la etapa temprana conduce a la generación de células 

parcialmente reprogramas que en este punto podrían entrar en la 

segunda etapa y culminar el proceso de reprogramación o revertir dicho 

proceso (Polo et al., 2012), este modelo explicaría la baja eficiencia del 

proceso de reprogramación. 

En un principio, la introducción de estos factores se realizaba 

mediante el uso de vectores retrovirales para cada uno de los factores 

de forma individual (Takahashi & Yamanaka, 2006). Posteriormente se 

desarrollaron nuevas estrategias con el fin de mejorar la eficiencia del 

proceso. La más exitosa utiliza un único vector lentiviral que expresa 

los cuatro factores de reprogramación bajo el control de un único 

promotor e intercala péptidos 2A de self-cleavage entre cada uno de los 

factores. Esta estrategia utiliza un casete policistrónico incorporado en 

un vector de expresión del tipo FUW y bajo el control de un promotor 

dependiente de tetraciclina (Figura 3). Por lo tanto, la expresión de los 

factores puede inducirse utilizando análogos de la tetraciclina como la 

doxiciclina. De este modo, una vez introducido el vector en las células 

a reprogramar o utilizando líneas celulares que presenten esta 

construcción de forma estable, puede controlarse en qué momento se 

inicia la expresión de los factores y se desencadena el proceso de 

reprogramación mediante la adición de doxiciclina (Carey et al., 2009). 

Además de estas, se han desarrollado estrategias de reprogramación que 

no utilizan vectores integrativos con el fin de evitar el riesgo de 

mutaciones en las células receptoras, como: vectores episomales (C. Li 

et al., 2009), virus Sendai (Fusaki et al., 2009; Nishimura et al., 2011) 

o mRNAs sintéticos (Rosa & Brivanlou, 2010) e incluso remodelando 

la cromatina de los loci Oct4 y Sox2 endógenos utilizando la tecnología 

de repeticiones palindrómicas cortas, agrupadas y regularmente 

interespaciadas (CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) (P. Liu et al., 2018). 

 
Figura 3. Sistema de reprogramación lentiviral. Se muestra el vector lentiviral con 
los 4 factores (Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc) separados por 3 péptidos 2A (T2A, E2A y 
P2A). 
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Desde su desarrollo, el proceso de reprogramación celular basado 

en el uso de factores definidos ha sido aplicado a una gran variedad de 

tipos celulares; desde fibroblastos (Takahashi & Yamanaka, 2006), 

Melanocitos (Utikal et al., 2009) o células B y T maduras (Eminli et al., 

2009) de ratón, hasta hepatocitos (H. Liu et al., 2010) y células 

amnióticas (C. Li et al., 2009) humanas. Como resultado de este proceso 

de reprogramación se obtienen células  madre de pluripotencia inducida 

que presentan varias características, entre las cuales cabe destacar: la 

expresión de genes propios de ESC, sobre todo marcadores 

relacionados con el estado pluripotente como Nanog o SSEA1 (stage-

specific embryonic antigen 1), capacidad de autorrenovación, la 

producción de la proteína fosfatasa alcalina (una de las pruebas 

diagnósticas para evaluar si la reprogramación ha sido exitosa consiste 

en la detección de colonias positivas para esta actividad enzimática) o 

la capacidad de formar teratomas (caracterizados por presentar 

estructuras diferenciadas que pueden estar formadas por tipos celulares 

de cualquiera de las tres capas embrionarias: ectodermo, mesodermo y 

endodermo) cuando son inyectadas subcutáneamente en ratones 

inmunodeprimidos, lo que es indicativo de la capacidad de las iPSC 

para diferenciarse en una amplia variedad de tipos celulares (Martí et 

al., 2013). En definitiva, las iPSC resultantes van a presentar muchas 

características comunes con las ESC. 

 

1.4. REPROGRAMACIÓN IN VIVO 

La estrategia de reprogramación basada en el uso de factores definidos 

permitió la generación de modelos animales transgénicos que portan los 

factores de reprogramación integrados en su genoma. 

En el año 2013 se reportó el primer caso exitoso de reprogramación 

celular in vivo. El modelo transgénico utilizado porta un casete 

policistrónico con los cuatro factores de reprogramación y además el 

transactivador dependiente de tetraciclina (rtTA, Reverse tetracycline-

controlled transactivator) por lo que en presencia de tetraciclina o 

algún análogo, como la doxiciclina, se produce la expresión de los 

factores (Abad et al., 2013). En años posteriores se generaron modelos 

transgénicos muy similares (Ohnishi et al., 2014). 
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La activación de los factores de reprogramación produce la pérdida 

de marcadores de diferenciación, como las citoqueratinas y la 

adquisición de marcadores de pluripotencia, como Nanog, en muchos 

tejidos lo que desencadena procesos de desdiferenciación y 

reprogramación que conllevan la formación de teratomas. Sin embargo, 

pese a que los factores se expresan en todos los tejidos la respuesta en 

los mismos es muy diferente y existen tejidos que se reprograman con 

más facilidad que otros, lo que nos indica que la plasticidad celular en 

los diferentes tejidos varía. Además de la presencia de teratomas, los 

investigadores lograron aislar iPSC de la sangre de estos ratones y 

observaron cómo el estado de desdiferenciación es más potente que el 

obtenido en los experimentos in vitro, ya que estas células pueden 

generar estructuras propias de la placenta, lo que es indicativo de que 

se alcanza el estado totipotente (Abad et al., 2013). 

Un aspecto importante de estos modelos transgénicos es que 

permiten regular la expresión de los factores en base a la presencia o no 

del activador, generalmente es doxiciclina mezclada con el agua de 

bebida. La expresión de pulsos cortos de los factores no permite la 

reprogramación completa y, por lo tanto, evita la aparición de 

teratomas, pero se ha demostrado que mejora la capacidad regenerativa 

tras lesión muscular (Chiche et al., 2017) y que mejora aspectos 

relacionados con el envejecimiento y alarga la esperanza de vida 

(Ocampo et al., 2016). 

 

1.5. APLICACIONES Y FUTURO DE LA REPROGRAMACIÓN CELULAR 

El desarrollo de una estrategia de reprogramación celular basada en el 

uso de factores definidos ha permitido grandes avances en este campo, 

haciendo que esta técnica sea más accesible y que por lo tanto muchos 

laboratorios se interesen en sus potenciales aplicaciones. 

Actualmente la reprogramación celular supone una potente 

herramienta en el campo de la medicina regenerativa y la terapia celular 

gracias a que facilita una fuente de células ilimitada derivadas del 

propio paciente y además reduce el riesgo de rechazo de estas. Otras 

aplicaciones clínicas que aporta la tecnología de las iPSC es la de 

obtención de células para realizar cribados de fármacos para el 

tratamiento de enfermedades sistémicas (Desbordes & Studer, 2013; 
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Imaizumi & Okano, 2014) o la reconstrucción parcial de órganos 

lesionados como hígados (S et al., 2015), vasos (Stabler et al., 2015) o 

huesos (Baptista et al., 2018). 

Además de las aplicaciones clínicas que esta tecnología aporta 

existen otras como la posibilidad de estudiar la base molecular de 

ciertas enfermedades hereditarias (Ardhanareeswaran et al., 2017; 

Telias & Ben-Yosef, 2014) o la posibilidad de estudiar en mayor detalle 

los procesos de diferenciación celular y desarrollo de los diferentes 

tejidos y órganos, así como las modificaciones epigenéticas asociadas 

a diversos procesos como el cáncer. 

 

 

 

2. Cáncer 

 
2.1. CARACTERÍSTICAS MOLECULARES DEL CÁNCER 

El cáncer engloba un conjunto de diversas enfermedades que se 

caracterizan por presentar células que crecen de forma descontrolada y 

que tienen la capacidad de salir del tejido de origen pudiendo invadir 

otros. Esto es consecuencia de alteraciones genéticas, epigenéticas y 

transcripcionales que modifican la identidad celular confiriéndole una 

serie de características típicas de las células cancerígenas, 

principalmente: señalización sostenida de la proliferación, resistencia a 

la muerte celular, evasión de los supresores del crecimiento, activación 

de la capacidad invasiva y metástasis, capacidad proliferativa ilimitada 

y la capacidad de angiogénesis (Hanahan & Weinberg, 2011) (Figura 

4). Recientemente se han añadido algunas nuevas como los cambios 

metabólicos que sufren las células durante el proceso de transformación 

celular hacia rutas de procesado de la glucosa no oxidativas con el 

objetivo de fomentar la proliferación celular (Heiden et al., 2009) y la 

evasión del sistema inmune (Hanahan & Weinberg, 2011). 
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Figura 4. Características de las células cancerígenas. En la figura se indican las 
principales características moleculares de las células cancerígenas. (Imagen 
modificada de Hanahan and Weinberg, 2011 con el permiso de Elsevier) 

 

La capacidad proliferativa de las células está regulada por diversos 

mecanismos de control que controlan las divisiones celulares y la 

progresión de estas a lo largo del ciclo celular. En las células 

transformadas estos mecanismos se encuentran alterados. El proceso de 

transformación celular implica la mutación inactivadora de genes 

supresores de tumores, que son reguladores negativos de la 

proliferación, o bien, la mutación activadora de oncogenes, que 

estimulan la proliferación celular. Como resultado de estas mutaciones 

las células cancerígenas se caracterizan por presentar una inestabilidad 

genómica muy alta, puesto que presentan tasas de proliferación 

elevadas y los mecanismos encargados de corregir los errores durante 

la división celular no funcionan correctamente. Por lo tanto, la 

inestabilidad genómica de las células transformadas permite la 

acumulación de mutaciones en mayor grado en el que lo haría una célula 

normal y desemboca en la adquisición de las características citadas 

previamente (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Estas características moleculares de las células transformadas les 

confieren unas características fenotípicas concretas: capacidad 

proliferativa ilimitada y, en mayor o menor grado, capacidad de 

invasión de otros tejidos. Esto nos permite por lo tanto evaluar el estado 

transformado con ensayos in vitro; mediante ensayos de expansión 
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clonal para medir su capacidad de proliferación, ensayos de crecimiento 

en agar blando para evaluar la capacidad de crecimiento independiente 

de anclaje o ensayos en transwell que nos permiten evaluar la capacidad 

de migración e invasividad celular. 

 

2.2. ONCOGENES: PROTEÍNAS DE LA FAMILIA RAS 

Los oncogenes son reguladores positivos del ciclo celular, por lo tanto, 

mutaciones activadoras en estos pueden producir una proliferación 

descontrolada en la célula. Dentro de los oncogenes destacamos los que 

forman parte de la familia Ras por ser el primer oncogén humano 

aislado y encontrarse mutado en una gran cantidad de tumores 

humanos. 

La familia está formada por 3 genes: Hras, Kras y Nras, que pese 

a presentar una alta homología de secuencia, poseen diferentes 

características y se expresan de manera diferencial en tejidos y órganos. 

Ejemplo de esto sería la función vital de Kras durante el desarrollo 

embrionario. La falta de Kras conduce a la muerte del embrión mientras 

que la ausencia de Hras o Nras no (Malumbres & Barbacid, 2003). 

Las proteínas de la familia Ras son proteínas G monoméricas con 

actividad GTP (guanosín trifosfato) hidrolasa (Hurley et al., 1984). 

Actúan como interruptores moleculares presentando dos estados: 

activo, cuando la proteína Ras se une al GTP, e inactivo, cuando la 

proteína Ras hidroliza el GTP y se mantiene unida al GDP (guanosín 

difosfato) (Figura 5). Estas proteínas se encuentran unidas a la cara 

interna de la membrana plasmática y constituyen unos de los más 

importantes transductores de señales celulares, siendo los principales 

mediadores en la transducción de señales mitogénicas (Kamata & 

Feramisco, 1984; Mulcahy et al., 1985). En la regulación de la actividad 

de estas proteínas actúan dos tipos de factores: los Ras-GAPs (Ras-

GTPase Activating Proteins), que estimulan la actividad hidrolasa de 

las proteínas Ras favoreciendo las hidrólisis del GTP a GDP y el paso 

de la forma activa a la inactiva (Trahey et al., 1988; Vogel et al., 1988) 

y los Ras-GEFs (Ras-Guanine nucleotide Exchange Factor), que 

promueven la liberación del GDP permitiendo así que las proteínas Ras 

capten una nueva molécula de GTP y se activen (Downward et al., 

1990; Wolfman & Macara, 1990) (Figura 5). 
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Finalmente se descubrió que la integración de la señal extracelular 

estaba mediada por receptores tirosín-quinasa acoplados a la proteína 

Grb2 que interacciona con Ras-GEF permitiendo la activación de Ras 

(McCormick, 1993). 

 

 
Figura 5. Regulación y principales efectores de las proteínas RAS. Esquema en el 
que se representa la regulación de las proteínas Ras (panel superior) y sus principales 
efectores (panel inferior). 
 

2.2.1. Principales efectores y funciones de las proteínas Ras 

Los principales efectores de las proteínas Ras son Raf, PI3K y 

RalGDS. Las proteínas de la familia Raf abarcan un conjunto de 3 serín-

treonín quinasas: Araf, Craf y Braf, y representan el primer y principal 

efector de Ras descubierto (Moodie et al., 1993; Warne et al., 1993; X. 

F. Zhang et al., 1993). La interacción entre Ras-GTP y estas quinasas 

desencadena la activación de la vía de las proteínas quinasas activadas 

por mitógenos (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase). Raf 

fosforila a Mek que, una vez fosforilada y activa, fosforila y activa a 

Erk1/2 (Extracelular signal-Regulated Kinase 1/2) que transduce la 

señal al núcleo y regula la expresión génica actuando sobre factores de 

transcripción de la familia ETS (Wood et al., 1992) favoreciendo la 

proliferación celular (Figura 5). 
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El otro principal efector de las proteínas Ras es PI3K (Rodriguez-

Viciana et al., 1994). La activación de PI3K permite la activación de la 

serín-treonín quinasa Akt. A su vez Akt actúa sobre diferentes efectores 

llevando a cabo funciones como la inhibición de la apoptosis y la 

estimulación de la supervivencia al actuar sobre miembros de la familia 

Bcl-2 y NFkB (Downward et al., 1990) o la estimulación de la 

proliferación celular al activar mTOR e inactivar supresores tumorales 

como p21 (Manning & Cantley, 2007). Además, se ha demostrado que 

la generación de ratones mutantes para PI3K que impide su unión con 

Ras aumenta altamente la mortalidad a edades cortas, lo que demuestra 

la importancia de esta vía de señalización (Murillo et al., 2014) (Figura 

5). 

Como último efector que interacciona directamente con Ras, 

tenemos al estimulador de disociación de nucleótidos de guanina de Ral 

(RalGDS, Ral guanine nucleotide dissociation stimulator) (Hofer et al., 

1994; Kikuchi et al., 1994; Spaargaren & Bischoff, 1994), formado por 

GTPasas que participan en procesos de proliferación y supervivencia 

(Chien & White, 2003). Esta vía está menos estudiada que las anteriores 

y presenta menos relevancia en cuanto a la respuesta celular mediada 

por Ras, pero se sabe que también participa en procesos de 

tumorogénesis (Figura 5). 

 

2.2.2. Ras en cáncer y como modelo para el estudio del cáncer 

Las proteínas de la familia Ras son los oncogenes que aparecen 

mutados con mayor frecuencia en los cánceres humanos. Dentro de los 

miembros de la familia Ras el más importante es Kras, que representa 

un 85% de las mutaciones detectadas en los miembros de esta familia y 

se correlacionan con alrededor de un millón de muertes por cánceres 

asociados a estas mutaciones, seguido por Nras con un 12% y Hras con 

un 3%. Además, se han detectado mutaciones en los diferentes 

miembros de la familia asociados con diferentes tipos de cáncer: 

mutaciones en Kras asociadas con cáncer de pulmón, endometrio, 

páncreas y colon, mutaciones en Nras asociadas con cáncer de tiroides 

y melanoma y mutaciones en Hras asociadas con cáncer de vejiga o de 

timo (Simanshu et al., 2017). 
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A nivel molecular, las mutaciones en Ras asociadas con el proceso 

de transformación celular implican una activación mayor a la que se 

produciría en condiciones normales, siendo las más frecuentes las que 

afectan a los codones 12, 13 o 61. El reemplazo en los codones 12 o 13 

de la glicina por cualquier otro aminoácido, excepto prolina, genera un 

bloqueo estérico que evita que el dedo de arginina de las Ras-GAP entre 

en el sitio de unión a la GTPasa y promueva su hidrólisis, manteniendo 

así el estado activo de Ras de forma permanente (Scheffzek et al., 

1997). En la posición 61 de la proteína encontramos una glutamina que 

forma parte del mecanismo de hidrólisis de GTP, por lo que mutaciones 

en este residuo impiden la hidrólisis del GTP tanto a nivel intrínseco 

como en la mediada por las RasGAP (McGrath et al., 1984; Sweet et 

al., 1984) generando una situación similar a la producida por las 

mutaciones en las posiciones 12 o 13. 

Debido a la importancia de Ras en el proceso de transformación 

celular se han desarrollado modelos animales de desarrollo tumoral 

basados en mutaciones en estás proteínas. Concretamente el ratón 

KrasV12-KI, que se caracteriza por portar en el locus endógeno una 

copia de la variante mutada de Kras, KrasV12 que se caracteriza por 

codificar para una forma permanentemente activa de Kras (Guerra et 

al., 2003). En condiciones normales el alelo está precedido por una 

señal de stop que se encuentra flanqueada por secuencias de 

recombinación loxP, por lo que el tratamiento con la recombinasa CRE 

elimina este codón de stop y permite la expresión de KrasV12, lo que 

permite activar la expresión de esta proteína en los tejidos de interés. 

Este sistema está ampliamente extendido como modelo para el estudio 

de la iniciación tumoral en pulmón. La expresión de KrasV12 provoca 

la formación de adenomas que en algunos progresan a adenocarcinomas 

pulmonares (Collado et al., 2005; Guerra et al., 2003) 

 

2.3. SUPRESORES DE TUMORES 

Los genes supresores de tumores son reguladores negativos del ciclo 

celular, por lo tanto, mutaciones inactivadoras en ellos pueden producir 

una proliferación descontrolada en la célula al perderse mecanismos 

encargados de detener el proceso de división celular cuando las 

condiciones no son las adecuadas. Entre los supresores de tumores más 
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importantes se encuentran: las proteínas pocket de la familia de 

retinoblastoma, los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina 

(CDKis, Cyclin-dependent kinases inhibitors) y p53. 

 

2.3.1. Proteínas pocket de la familia de retinoblastoma 

El primer paso en el proceso de división celular implica la 

replicación del ADN. En el ciclo celular, del que hablaremos 

detalladamente en siguientes apartados, esto supondría el paso de la fase 

G1 a la fase S en la que se sintetiza el ADN. La transición entre estas 

fases del ciclo es fundamental puesto que determina que la célula inicie 

el proceso de división celular y por ello está estrictamente regulada por 

diferentes grupos de proteínas que interactúan entre sí. 

Las proteínas pocket de la familia de retinoblastoma incluye a las 

proteínas pRB, p130 y p107, que comparten una alta homología 

estructural y funciones moleculares comunes (Ewen et al., 1991; Wen-

Hwa et al., 1987). Todas actúan como reguladores negativos del ciclo 

celular mediante la interacción con factores de transcripción de la 

familia E2F. Estos factores regulan la transcripción de varios genes 

necesarios para que la célula inicie el proceso de replicación del ADN, 

por lo que la regulación negativa de los mismos por las proteínas de la 

familia pocket bloquea el avance en el ciclo celular (Johnson & 

Schneider-Broussard, 1998). La actividad de las proteínas de la familia 

pocket está regulada por las quinasas dependientes de ciclina (Cdks, 

Cyclin-dependent kinases). La fosforilación de determinados residuos 

en estas proteínas por las Cdks las inactiva, lo que permite que la célula 

avance en el ciclo e inicie el proceso de división celular (Cobrinik, 

2005; Dick & Rubin, 2013). 

Dentro de esta familia, se considera que el supresor tumoral más 

importante es pRB puesto que se encuentra inactivado en una gran 

cantidad de tumores humanos, mientras que los otros dos miembros de 

la familia rara vez aparecen afectados (Friend et al., 1986; Horowitz et 

al., 1989; E. Y. H. P. Lee et al., 1988; Medema et al., 1995). Además, 

diferentes estudios con modelos transgénicos de ratón indican que la 

función de pRB es diferente y exclusiva para esta proteína al observar 

cómo los ratones Knockout para pRB no completaban el proceso de 

desarrollo embrionario mientras que ratones deficientes para uno de los 
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otros dos miembros sí lo hacían, lo que indica un papel solapante por 

parte de p130 y p107 (Cobrinik et al., 1996; Jacks et al., 1992). También 

se observó cómo ratones heterocigotos para pRB desarrollan tumores 

en hipófisis y tiroides, lo que demuestra la importancia de esta proteína 

como supresor tumoral. Además del papel como supresores tumorales 

se ha descubierto que las proteínas de esta familia participan en los 

procesos de diferenciación celular, en la biología de las células madre 

(Indovina et al., 2013; Sage, 2012) y regulan genes relacionados con la 

pluripotencia como Sox2 (Vilas et al., 2015). 

 

2.3.2. Inhibidores de Cdks 

En la transición entre la fase G1 y S del ciclo celular juegan un 

papel importante las Cdks, que forman dímeros al unirse a ciclinas y 

fosforilan e inactivan a las proteínas pocket permitiendo así la 

activación de los factores de la familia E2F que inician el proceso de 

síntesis de ADN. Las Cdks, a su vez, están reguladas por inhibidores 

que pertenecen a dos familias distintas; la familia Ink4, formada por 

p16, p15, p18 y p19ink4d, y la familia Cip/Kip, formada por p21, p27 

y p57 (Sherr & Roberts, 1999). 

 

2.3.2.1. Familia INK4 

Los miembros de la familia INK4 se unen a Cdk4 y Cdk6 e 

inhiben su actividad al interferir en la unión de estas Cdks con la ciclina 

D, lo que bloquea la transición de la fase G1 a la fase S del ciclo celular 

al impedir la fosforilación de las proteinas pocket de retinoblastoma 

(Sherr & Roberts, 1999). 

El locus INK4a/ARF/INK4b, también llamado CDKN2a y 

CDKNA2b, codifica para las proteínas de la familia y se encuentra 

mutado en un amplio tipo de tumores pancreáticos, pulmonares o 

melanomas, entre otros (Sherr, 2012).  

 

2.3.2.2. Familia Cip/Kip 

Los miembros de la familia Cip/Kip, a diferencia de los 

anteriores, se pueden unir tanto a las Cdks como a los complejos 

ciclina/Cdk y presentan un espectro de acción más amplio que modula 

la actividad de las ciclinas D, E, A y B (Sherr & Roberts, 1999) así 
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como a las Cdk 4, 6 y 2, lo que les permite regular diferentes fases del 

ciclo celular (Besson et al., 2008). Los miembros de esta familia son: 

p21, codificado por el gen Cdkn1a (El-Deiry et al., 1993; Xiong et al., 

1993), p27, codificado por Cdkn1b (Polyak et al., 1994; Toyoshima & 

Hunter, 1994) y p57, codificado por Cdkn1c (M. H. Lee et al., 1995). 

Todos comparten un domino común en su extremo N- terminal con el 

que interaccionan con las ciclinas y las Cdks, pero difieren en el resto 

de su secuencia, lo que indica que estas proteínas tienen diferentes 

funciones. 

Diversos estudios han demostrado funciones comunes en estas 

proteínas durante procesos como el desarrollo embrionario, la 

diferenciación o la respuesta al estrés celular (Sherr & Roberts, 1999). 

Sin embargo, también se ha descrito que cada uno de los miembros tiene 

funciones biológicas específicas. Por ejemplo, p21 es una importante 

diana de p53 participando en la detención del ciclo celular en las fases 

G1 y G2 si se detecta daño en ADN (El-Deiry et al., 1993; Gartel & 

Tyner, 1999) y también participa en los procesos de apoptosis, mientras 

que la expresión de p27 suele ser elevada en células quiescentes o con 

niveles de señales mitogénicas bajas (Besson et al., 2006). Además, se 

ha demostrado que p27 participa en la represión de Sox2 durante el 

proceso de diferenciación celular (H. Li et al., 2012). Se ha demostrado 

también que p57 es la única proteína de esta familia imprescindible para 

el correcto desarrollo embrionario. Ratones deficientes para el gen 

Cdkn1c presentan diferentes anormalidades durante el desarrollo y 

mueren en el nacimiento (P. Zhang et al., 1997). Debido a que cada 

proteína tiene funciones específicas la regulación de su expresión es 

diferente y se activa según los requerimientos de la célula. Por este 

motivo los miembros de esta familia se encuentran diferencialmente 

expresados según el tipo y el contexto celular. 

Aunque en un principio se describió el papel de estas proteínas 

como reguladores negativos del ciclo celular y su papel como 

supresores tumorales ha quedado claro en diferentes estudios de 

progresión tumoral en ratones deficientes para estas proteínas (Fero et 

al., 1996; Nakayama et al., 1996), actualmente se conoce que sus 

funciones van más allá de la regulación del ciclo celular y que están 

implicadas en una amplia variedad de procesos como la apoptosis, la 
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migración celular o la regulación de la expresión génica al interactuar 

directamente con factores de transcripción como los de la familia E2F 

y que, además, en algunas situaciones su papel puede ser oncogénico 

dependiendo del contexto celular. 

 

2.3.3. p53 

La proteína p53 es considerada como el supresor tumoral más 

importante. En respuesta a diferentes señales de estrés celular como el 

daño en el ADN, sobreactivación de señales mitogénicas, estrés 

oxidativo, falta de nutrientes o de nucleótidos, actúa produciendo 

parada del ciclo celular, apoptosis o senescencia (Hu et al., 2012; D. P. 

Lane, 1992). Además de su papel como supresor tumoral, más de la 

mitad de los cánceres humanos esporádicos presentan mutaciones en 

p53 y se ha estudiado cómo los individuos que padecen el síndrome Li-

Fraumeni, que heredan un alelo mutado para p53, o los ratones 

transgénicos deficientes para p53 presentan una mayor incidencia de 

tumores (Brady & Attardi, 2010). P53 también tiene un papel 

importante regulando otros procesos celulares como el metabolismo, el 

mantenimiento de las células madre y la comunicación celular 

(Vousden & Prives, 2009). 

La regulación de la actividad de p53 se produce en respuesta a los 

estímulos mencionados. En este contexto, p53 se separa de sus 

reguladores negativos MDM2 y MDM4, que en condiciones de reposo 

lo ubiquitinan para su degradación por el proteosoma, se estabiliza y 

lleva a cabo las diferentes respuestas antiproliferativas en función de la 

gravedad del daño que el estrés haya desencadenado en la célula. 
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3. Reprogramación celular y cáncer 

 
3.1. CARACTERÍTICAS FENOTÍPICAS COMUNES 

La transformación y la reprogramación celular comparten 

características comunes, tanto en el fenotipo celular que se obtiene, 

como en los mecanismos activados durante ambos procesos. 

Durante el proceso de reprogramación se altera la identidad celular, 

las células somáticas diferenciadas se convierten en iPSCs, 

caracterizadas por presentar capacidad de autorrenovación y una 

capacidad proliferativa ilimitada (Yamanaka, 2009). Durante la 

transformación celular sucede algo similar, la identidad celular también 

es alterada y las células tumorales resultantes adquieren una capacidad 

proliferativa ilimitada gracias a que logran eludir las señales 

antiproliferativas y de entrada en senescencia (Hanahan & Weinberg, 

2011). Las iPSCs se caracterizan por ser células pluripotentes ya que la 

reprogramación celular implica un proceso de desdiferenciación 

(Takahashi & Yamanaka, 2006). Esto también se observa en mayor o 

menor grado en algunos tipos de tumores anaplásicos. Además, algunos 

estudios indican similitudes a nivel metabólico entre las iPSCs y las 

células cancerosas (Varum et al., 2011). 

 

3.2. MECANISMOS COMUNES 

Además de las similitudes en las células resultantes de ambos procesos, 

también se observan mecanismos comunes activados durante la 

reprogramación y la transformación celular. 

 

3.2.1. Factores de reprogramación 

Los factores OSKM, utilizados para la generación de iPSCs, 

además de presentar un papel importante en procesos relacionados con 

la pluripotencia, se han relacionado con diferentes tipos de cáncer, por 

ejemplo: Oct3/4 se ha descrito como un marcador para tumores de 

células germinales como seminomas y carcinomas embrionarios 

(Gidekel et al., 2003) y su sobreexpresión en células somáticas adultas 

provoca crecimiento displásico en tejidos epiteliales al evitar la 

diferenciación (Hochedlinger et al., 2005). Sox2 aparece amplificado 

en carcinomas de células escamosas de pulmón y esófago (Bass et al., 
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2009) y se considera un factor esencial para el mantenimiento de las 

células cancerosas en glioblastomas, cáncer de mama y el sarcoma de 

Ewing (Riggi et al., 2010; Sarkar & Hochedlinger, 2013). Klf4 presenta 

un papel dual, se ha descrito que promueve el desarrollo de cáncer de 

mama y piel, pero limita el desarrollo de cáncer gástrico, colorrectal y 

de vejiga al activar al supresor tumoral p21 (Rowland & Peeper, 2006). 

Finalmente, ejemplo más claro es el de c-Myc, que se asocia con una 

amplia variedad de cánceres humanos (Beroukhim et al., 2010) (Figura 

6). Además, se ha demostrado cómo células parcialmente 

reprogramadas presentan fenotipos relacionados con el estado 

transformado (Knappe et al., 2016; Nishi et al., 2014; Ohnishi et al., 

2014; Shibata et al., 2018). 

Estos ejemplos demuestran cómo los factores de reprogramación 

utilizados para la obtención de iPSCs están también implicados en 

multitud de procesos de carcinogénesis, por lo que los mecanismos 

activados durante la reprogramación celular y la carcinogénesis 

presentarán similitudes.  

 

 
Figura 6. Mecanismos genéticos comunes entre los procesos de reprogramación y 
transformación celular. (A) Se indican algunos de los procesos tumorales en los que 
participan los diferentes factores de reprogramación. (B) Se muestran reguladores 
de la cromatina que ejercen cambios comunes durante ambos procesos. (Imagen 
adaptada de Suvà et al., 2013. Con el permiso de The American Association for the 
Advancement of Science). 
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3.2.2. Cambios epigenéticos 

Tanto la reprogramación celular como la transformación 

oncogénica implican la adquisición de nuevos programas de desarrollo 

celular que modifican la identidad celular inicial. En la implementación 

de estos nuevos programas el componente epigenético juega un papel 

fundamental. Las similitudes entre ambos procesos se manifiestan no 

solo por la existencia de mecanismos activados similares, si no también 

por identificarse potenciadores y barreras comunes (Orkin & 

Hochedlinger, 2011).  

La expresión de los factores de reprogramación produce un borrado 

epigenético en la célula parental que permite la reversión del estado 

diferenciado, caracterizado por el silenciamiento asociado con 

modificaciones epigenéticas que aumentan el grado de compactación 

de la cromatina de genes relacionados con el estado diferenciado y 

permite la expresión de genes relacionados con el estado pluripotente, 

a uno desdiferenciado y pluripotente (Apostolou & Hochedlinger, 

2013). Por otro lado, como describimos anteriormente, el cáncer 

presenta un importante componente epigenético. 

Se han descrito diversas proteínas que participan en las 

modificaciones epigenéticas en algunos tipos de cáncer y que afectan a 

la eficiencia del proceso de reprogramación celular (Suvà et al., 2013), 

como por ejemplo la desmetilasa de histonas H3K4, Lsd1, o la histona 

metil-transferasa G9a, que aumentan la eficiencia del proceso de 

reprogramación y se asocian con el desarrollo de diversos tipos de 

cáncer (Dawson & Kouzarides, 2012; Harris et al., 2012; Kondo et al., 

2007; Yan Wang et al., 2009), entre otras (Figura 6). 

Pese a que en ambos procesos se producen modificaciones 

epigenéticas en ocasiones mediadas por los mismos efectores, el 

programa epigenético activado durante el proceso de reprogramación 

celular difiere del activado durante los procesos de carcinogénesis. Esto 

se demuestra en estudios en los que se han intentado reprogramar 

células transformadas utilizando individualmente los factores de 

reprogramación, obteniendo células no pluripotentes y con fenotipos 

más agresivos que la célula de la que derivan. Por lo tanto, es necesaria 

la cooperación conjunta de los factores de reprogramación para activar 
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completamente el programa de reprogramación (Kim & Zaret, 2015; 

Kumar et al., 2012). 

 

3.2.3. Supresores tumorales y oncogenes 

Como vimos en anteriores apartados, la transformación celular 

puede ser resultado de mutaciones inactivadoras en los supresores 

tumorales o de mutaciones activadoras en oncogenes. La contribución 

de los supresores tumorales y de los oncogenes durante el proceso de 

reprogramación celular también se ha estudiado. 

En el caso de los supresores tumorales, se ha identificado que 

algunos de los más importantes como el eje p53/p21 y el locus Ink4/Arf, 

actúan como barreras que se oponen al proceso de reprogramación 

celular. Por un lado, la activación de OSKM produce un aumento en la 

señalización del eje p53/p21 que se relaciona con eficiencias de 

reprogramación bajas. Se ha demostrado que la inhibición de p53, p21 

o el bloqueo de la apoptosis aumenta notablemente la eficiencia del 

proceso de reprogramación celular tanto en células primarias de ratón 

como humanas (Kawamura et al., 2009). Otros estudios demuestran que 

la activación previa de p53 en las células a reprogramar, causada por 

diversos estímulos como el acortamiento telomérico, deficiencias en los 

mecanismos de reparación del ADN o daño exógeno sobre el ADN, 

reduce todavía más la eficiencia del proceso de reprogramación 

(Marión et al., 2009). Estos estudios demuestran que p53 actúa como 

una barrera para el proceso de reprogramación celular al responder al 

daño causado por la activación de los factores de reprogramación 

produciendo la entrada en apoptosis (Hong et al., 2009; Kawamura et 

al., 2009). 

En el caso del locus Ink4/Arf, que codifica para p16 y Arf, se ha 

observado que en células pluripotentes como ESCs o iPSCs se 

encuentra silenciado, mientras que en células diferenciadas mantiene un 

nivel de expresión basal que puede ser aumentado en repuesta a señales 

mitogénicas aberrantes como la expresión de los factores de 

reprogramación, lo que es indicativo de que durante el proceso de 

reprogramación se produce su silenciamiento para permitir la 

proliferación de las células a reprogramar y la culminación del proceso. 

Además, se ha comprobado que el silenciamiento del locus Ink4/Arf se 
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produce en MEFs que bloquean las vías de pRB y p53 al expresar el 

antígeno Large-T del virus SV40, por lo que esto demuestra que no se 

trata de un proceso selectivo que favorezca a aquellas células que 

expresan niveles bajos del locus, si no de un proceso intrínseco a la 

reprogramación celular (H. Li et al., 2009). 

También se demuestra el papel del locus como barrera al proceso 

de reprogramación al observar una bajada en la eficiencia de 

reprogramación en células derivadas de individuos envejecidos o 

células que han acumulado pases en cultivo, lo que aumenta la 

expresión de p16 y promueve la entrada en senescencia replicativa. La 

inmortalización por inhibición de este y los anteriores mecanismos 

supresores de tumores indicados aumenta la eficiencia del proceso de 

reprogramación al impedir que se establezcan estas barreras, lo que 

demuestra el papel de estas vías como limitantes para el proceso de 

reprogramación celular (Banito et al., 2009; H. Li et al., 2009; Utikal et 

al., 2009). 

Por otro lado, se ha comprobado que la expresión de los factores 

de reprogramación combinada con algunos oncogenes aumenta la 

eficiencia del proceso de reprogramación celular. Por ejemplo, se ha 

demostrado cómo la expresión de la forma activa de oncogenes de la 

familia Ras aumenta la eficiencia del proceso de reprogramación celular 

(Ferreirós et al., 2019). 

En conjunto, estos datos indican que los procesos de 

reprogramación y transformación celular comparten mecanismos y 

barreras comunes (Figura 7). La expresión de los factores de 

reprogramación en la célula produce daño en el ADN y la consiguiente 

activación de los mecanismos supresores de tumores, que también se 

activan durante el proceso de carcinogénesis, con el objetivo de impedir 

la proliferación de estas células dañadas al inducir su salida del ciclo 

por apoptosis o senescencia. La eliminación de estas barreras durante la 

reprogramación celular aumenta la eficiencia del proceso, pero también 

aumenta la inestabilidad genómica de las iPSCs resultantes, lo que 

como comentamos en apartados anteriores, es un importante factor 

limitante para sus aplicaciones clínicas. 
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Figura 7. Similitudes y diferencias entre  los procesos de reprogramación y 
transformación celular. Se representan las principales barreras para ambos procesos 
y las principales características de las células obtenidas.  

 

3.3. REPROGRAMACIÓN DE CÉLULAS TUMORALES 

La estrategia de reprogramación basada en el uso de factores definidos 

desarrollada en el año 2006 ha supuesto un gran avance en el campo de 

la reprogramación celular, aumentado considerablemente el número de 

tipos celulares que se han podido reprogramar. Sin embargo, los 

estudios en los que se han logrado reprogramar células transformadas 

son escasos y las iPSCs obtenidas presentan una serie de limitaciones 

que veremos a continuación (Kim, 2020). 

Como describimos en apartados anteriores, los procesos de 

transformación y reprogramación celular comparten mecanismos y 

barreras comunes, por lo que cabría esperar que la reprogramación de 

células transformadas fuese un proceso asequible y eficiente. Sin 

embargo, los intentos de reprogramación de diversos tipos de células 

transformadas demuestran la dificultad del proceso, lo que es indicativo 

de la existencia de barreras intrínsecas en las células transformadas que 

se oponen al cambio en la identidad celular que supone la 

reprogramación. Este es un punto muy importante, puesto que la 

reprogramación celular se podría utilizar como herramienta para el 

estudio de estas barreras, que representarían componentes específicos 
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de cada tipo celular transformado, por lo que su identificación ayudaría 

a comprender la base molecular subyacente al cáncer y su posible 

tratamiento. 

Uno de los principales problemas que presentan las células 

transformadas es su heterogeneidad. El cáncer es un conjunto de 

enfermedades caracterizadas por presentar células con una 

proliferación descontrolada y la capacidad para invadir otros tejidos, 

pero este fenotipo puede ser el resultado de alteraciones muy diversas 

que incluyen mutaciones en los genes supresores de tumores, 

oncogenes y alteraciones epigenéticas. Por lo que la resistencia que 

presentan a ser reprogramadas también es muy variable y es difícil 

establecer generalizaciones, por este motivo nos centraremos en 

algunos ejemplos concretos de estudios representativos del potencial 

uso de la reprogramación celular en cáncer, centrándonos en la 

reprogramación mediante el uso de factores definidos. 

Bernhardt y colaboradores intentaron reprogramar células de 

melanoma caracterizadas por presentar mutaciones en BRAFV600E y 

NRas mediante la introducción de los factores OSK. Como resultado, 

obtuvieron células similares a iPSCs con un estado metaestable, puesto 

que eran dependientes de la expresión exógena de OSK. La 

caracterización in vivo de estas células demostró su capacidad para 

formar teratomas que no contenían células de melanoma. In vitro, estas 

iPSC presentaban la capacidad de diferenciarse en otros linajes 

celulares como neuronas o fibroblastos y, además, a diferencia de las 

células parentales, no presentaban sensibilidad a inhibidores de MAPK. 

Estos resultados indican el cambio de identidad de estas iPSC 

metaestables con respecto a la población parental (Bernhardt et al., 

2017). Este estudio nos demuestra el potencial que la reprogramación 

de células cancerosas tiene para el estudio de la resistencia o respuesta 

a terapias contra el cáncer dependiendo del estado celular. 

Zhang y colaboradores intentaron reprogramar varias líneas de 

sarcoma utilizando los factores OSKM combinados con Lin28 y Nanog. 

Las células resultantes expresaban marcadores de pluripotencia y se 

lograba una diferenciación dirigida en células de endodermo y 

ectodermo. El análisis epigenético de los patrones de metilación indica 

que estas células se parecen más a células madre mesenquimales que a 
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las células madre embrionarias o a las células de sarcoma parentales. 

Pese a que no mostraron capacidad para formar teratomas cuando se 

inyectaron en ratones, su caracterización demostró una reducción en la 

tumorogenidad de las células obtenidas y de sus derivados 

diferenciados con respecto a la línea parental (X. Zhang et al., 2013). 

Este estudio es indicativo de que el proceso de reprogramación celular 

puede alterar o reestablecer las modificaciones epigenéticas asociadas 

con el cáncer, manteniéndose estas modificaciones en las células 

generadas y en las células diferenciadas obtenidas, lo que demuestra el 

posible uso terapéutico de la reprogramación celular en cáncer.  

Finalmente, Kim y colaboradores, intentaron reprogramar células 

de adenocarcinoma ductal pancreático primario (PDAC, Pancreatic 

Ductal Adenocarcinoma), caracterizado por tener un mal pronóstico ya 

que generalmente se detecta demasiado tarde para ser tratado de forma 

efectiva al no existir marcadores fiables de detección temprana, 

mediante la introducción de OSKM. Los modelos que se utilizan 

actualmente solo recogen información sobre estados avanzados del 

cáncer y no sobre las etapas iniciales. Las células similares a iPSCs 

obtenidas requerían la expresión exógena de los factores para 

conservarse en este estado y se caracterizaban por formar lesiones 

ductales similares a las que se observan en los estados iniciales de 

PDAC cuando se inyectaban en ratones inmunodeprimidos, así como 

por presentar mutaciones características de PDAC, indicativo de que 

derivan de células con un estado más avanzado de la enfermedad. De 6 

a 9 meses tras inyección observaron cómo estas lesiones progresaban a 

la etapa invasiva y más avanzadas de PDAC, lo que indica que estas 

células similares a iPSCs derivadas de PDAC replicaron el desarrollo 

de la enfermedad desde un estado temprano. El análisis proteómico de 

las lesiones tempranas generadas en ratones inmunodeprimidos y 

causadas por estas células permitió identificar proteínas humanas y las 

rutas en las que están implicadas, aumentando en el conocimiento de 

los estados iniciales de la enfermedad e identificando potenciales 

marcadores de detección temprana (Kim et al., 2013, 2017). Este 

estudio demuestra el potencial de la reprogramación celular para 

establecer modelos de desarrollo tumoral que permiten aumentar el 

conocimiento sobre la enfermedad y las vías implicadas, permitiendo la 
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identificación de nuevos biomarcadores para su detección o de nuevas 

dianas terapeúticas. 

Estos solo son unos ejemplos que ilustran los posibles usos que la 

reprogramación celular puede tener en el estudio del cáncer. Como 

vemos, tanto las células obtenidas tras el proceso de reprogramación 

como la estrategia utilizada son muy heterogéneas y dependen en gran 

medida de la línea parental. Además, la reprogramación no se culmina 

de forma completa puesto que las células obtenidas no son iPSCs 

estables. No obstante, este campo de aplicación de la reprogramación 

celular es muy prometedor. 

 

 

 

4. Ciclo celular, senescencia y apoptosis 

 
4.1. REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR Y CARCINOGÉNESIS 

El ciclo celular es la secuencia de eventos a través de los cuales una 

célula duplica su ADN, crece y se divide en dos células hijas. El ciclo 

celular se divide en cuatro fases: después de la división celular las 

células recién formadas experimentan un período de crecimiento en el 

que sintetizan macromoléculas como proteínas, ARN o membranas, 

esta se corresponde con la denominada fase G1. En la siguiente fase se 

realiza la síntesis de ADN con el objetivo de duplicarlo. Acto seguido, 

la célula atraviesa una etapa en la que vuelve a crecer y tras esta, el 

ADN sintetizado se reparte equitativamente en las células hijas 

resultantes produciéndose la división celular. Estos procesos se realizan 

en las fases S, G2 y M, respectivamente. Las células que no se dividen 

salen del ciclo celular en la fase G1 entrando en una fase de reposo 

denominada G0 (Figura 8). 

El avance de la célula a través de las diferentes fases del ciclo está 

estrictamente regulado y existen los denominados puntos de control en 

los que se determina si las células están en condiciones óptimas para 

avanzar en el proceso de división celular y pasar a la siguiente fase. Un 

papel fundamental en estos puntos de control y en el avance a través del 

ciclo es el llevado a cabo por las quinasas dependientes de ciclina 
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(CDKs, Cyclin-Dependent Kinases) y por ciclinas que regulan su 

actividad. Estos complejos a su vez actúan sobre otros reguladores del 

ciclo permitiendo el avance a la siguiente fase siempre que se cumplan 

las condiciones adecuadas. Se ha demostrado el papel central de estas 

proteínas en el avance en el ciclo, puesto que la inactivación de las Cdks 

previene la mitosis (Devault et al., 1991; Parker & Piwnica-Worms, 

1992; Van Den Heuvel & Harlow, 1993). 

 

 
Figura 8. Esquema del ciclo celular. Imagen en la que se representan las fases del 
ciclo celular y los procesos que se realizan en cada una de ellas. 
 

Dentro de los puntos de control el que se considera más importante 

es el que determina el avance de la fase G1 a la fase S, puesto que 

implica la entrada de la célula en una nueva ronda de división. En este 

punto cabe destacar el papel de los complejos Cdk4/6-ciclina D y Cdk2-

ciclina E, que actúan fosforilando e inactivando a las proteínas pocket 

de la familia de retinoblastoma, lo que permite la liberación de los 

factores de transcripción de la familia E2F, que a su vez activan el 

programa transcripcional que permite el inicio de la división celular 

(Bloom & Cross, 2007; Van Den Heuvel & Dyson, 2008). Pero no es 

el único, por ejemplo, se conocen puntos de control en la fase S 

regulados por el complejo Cdk2-ciclina A (Fung & Poon, 2005), en la 

fase G2 regulados por el complejo Cdk1-ciclina A o en la fase M por el 

complejo Cdk1-ciclina B (Chen & Poon, 2008). En estos puntos de 

control se evalúa el correcto desarrollo del proceso de división celular, 

si se detectan problemas, como por ejemplo daño en el ADN, la célula 

se retira del ciclo con el objetivo de subsanar el problema, si este es 
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irreparable se la retirará definitivamente del ciclo pudiendo entrar en 

senescencia o apoptosis. 

Tanto los supresores de tumores como los oncogenes están 

conectados con el ciclo celular. Por un lado, las células deben integrar 

señales mitogénicas para iniciar la división celular y la entrada en ciclo. 

Muchos oncogenes forman parte de las vías de señalización que median 

en la integración de estas señales. Por ejemplo, las proteínas de la 

familia Ras son uno de los principales mediadores en la transducción 

de señales mitogénicas (Kamata & Feramisco, 1984; Mulcahy et al., 

1985) y a su vez, constituyen los oncogenes que aparecen más 

frecuentemente mutados en cáncer. Por otro, en los puntos de control 

del ciclo participan numerosas proteínas implicadas en diversas vías de 

señalización, existiendo tanto oncogenes implicados, como por ejemplo 

ciclinas como la D1 cuya sobreexpresión se ha identificado en cáncer 

de mama (S. Y. Zhang et al., 1994) y cáncer escamoso de cabeza y 

cuello (Xu et al., 1994), como supresores de tumores, como por ejemplo 

pRB cuya inactivación se ha detectado en numerosos cánceres humanos 

(Burkhart & Sage, 2008) o inhibidores de Cdks como p16 cuya pérdida 

se ha detectado en varios tipos de melanoma (Bartkova et al., 1996; 

Kamb et al., 1994). 

El control del ciclo implica un equilibrio entre la actividad de 

oncogenes y supresores de tumores. La sobreactivación de los primeros 

o la inactivación de los segundos provoca que los mecanismos de 

control del ciclo fallen, pudiendo dar lugar a eventos de proliferación 

celular descontrolada que caracterizan al proceso de carcinogénesis. 

Además, el fallo en los mecanismos de control a lo largo del ciclo 

favorece que la célula acumule mutaciones, aumentando la 

inestabilidad genética y siendo esta también una característica principal 

de las células tumorales. 

 

4.2. SENESCENCIA 

4.2.1. Causas y funciones de la senescencia celular 

La senescencia se define como una parada estable del ciclo celular. 

Fue descrita por primera vez en la década de los sesenta en estudios 

realizados con fibroblastos humanos en los que se observó que a medida 

que las células acumulaban divisiones celulares disminuían su 
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capacidad proliferativa progresivamente, hasta alcanzar un estado final 

senescente, en el que perdían completamente la capacidad de dividirse 

(Hayflick, 1965; Hayflick & Moorhead, 1961). A este tipo de 

senescencia se le denominó senescencia replicativa y se asocia con el 

acortamiento telomérico que sufren las células en ausencia de la enzima 

telomerasa tras divisiones sucesivas, lo que desencadena en señales de 

daño en el ADN y la activación del programa de senescencia (Bodnar 

et al., 1998; D’Adda Di Fagagna et al., 2003). 

 
Figura 9. Senescencia celular. Imagen en la que se describen las principales 
características del proceso de senescencia celular. Se indican los principales 
estímulos estresantes que pueden disparar el programa de senescencia, las 
principales rutas activadas en respuesta a estos, las principales características de las 
células senescentes y los procesos en los que participan. 
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Actualmente se ha demostrado que la senescencia participa en 

diversos procesos biológicos: durante el desarrollo (Muñoz-Espín et al., 

2013; Storer et al., 2013), durante procesos de regeneración tras daño 

(Demaria et al., 2014; Jun & Lau, 2010), también se ha identificado 

como una respuesta protectora activada en situaciones de estrés celular 

como por ejemplo limitando la proliferación de células preneoplásicas 

y previniendo el desarrollo de malignidades, lo que convierte a la 

senescencia celular en un potente mecanismo para frenar el proceso de 

carcinogénesis (Collado & Serrano, 2010). Además de estos efectos 

beneficiosos, también se ha descrito el papel de la senescencia celular 

en procesos de envejecimiento y en enfermedades relacionadas con la 

edad (Figura 9)  (Childs et al., 2015; Van Deursen, 2014), por ejemplo, 

se observa una correlación entre la acumulación de células senescentes 

y el envejecimiento tisular (Krishnamurthy et al., 2004) así como una 

mejora en la esperanza de vida y en enfermedades asociadas con el 

envejecimiento en ratones que presentan envejecimiento normal 

cuando se eliminan selectivamente las células senescentes de los tejidos 

(Baar et al., 2017; Baker et al., 2016; J. Chang et al., 2016; Childs et al., 

2016; Demaria et al., 2017) (Figura 9). 

Se han descrito diversos estímulos o condiciones capaces de activar 

el programa de senescencia celular, generalmente se asocian con la 

activación de señales de daño persistente en el ADN causadas tanto por 

factores intrínsecos; como el estrés oxidativo y la disfunción 

mitocondrial (Chapman et al., 2019; Wiley et al., 2016), el acortamiento 

telomérico previamente descrito, la hiperproliferación producida por la 

activación oncogénica o por la inactivación de supresores tumorales 

(Alimonti et al., 2010; Collado et al., 2005; Michaloglou et al., 2005; 

A. P. Young et al., 2008), como  por factores extrínsecos; radiación 

ultravioleta, radiación gamma o diversos quimioterápicos que 

promueven el daño en el ADN (D’Adda Di Fagagna, 2008) (Figura 9). 

Por estos motivos podríamos considerar a la senescencia celular como 

una herramienta de defensa que impide la proliferación de células 

dañadas evitando así su propagación. 
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4.2.2. Características y marcadores de células senescentes 

Existen diferentes características y marcadores moleculares que 

nos permiten identificar a las células senescentes. Entre las 

características que presentan las células senescentes cabe destacar: las 

vías de señalización que activan el arresto estable del ciclo celular, 

cambios morfológicos, aumento en la actividad de la enzima beta-

galactosidasa asociada a senescencia (SA-beta-Gal, Senescence-

Associated beta-Galactosidase), resistencia a la apoptosis, fenotipo 

secretor asociado a senescencia (SASP, Senescence-Associated 

Secretory Phenotype) y reorganización de la cromatina (Di Micco et al., 

2021; Herranz & Gil, 2018) (Figura 9). Si bien no todas las células 

presentan todas estas características, sí que presentan alguna de ellas y 

nos permiten determinar si una célula es senescente y distinguirla de 

otros tipos celulares que están fuera del ciclo celular, como algunos 

tipos de células diferenciadas. 

 

4.2.2.1. Vías de señalización que activan el arresto estable del 

ciclo celular 

Como ya se ha descrito, la principal característica que define a 

la senescencia celular es el arresto estable del ciclo celular en la fase 

G1. En este estado la célula no avanza en el ciclo, pero se mantiene 

metabólicamente activa. Esta parada está controlada principalmente por 

dos vías de señalización: la de p53/p21 y la de p16/pRB, caracterizadas 

por incluir a algunos de los principales supresores tumorales descritos 

(Figura 9). Las células senescentes no responden a estímulos 

mitogénicos ni de factores de crecimiento, por lo que no pueden salir 

de este arresto y volver a entrar en el ciclo celular en condiciones 

ventajosas para la proliferación, esto las diferencia de las células 

quiescentes que presentan una parada reversible del ciclo celular. Las 

células diferenciadas también presentan un arresto estable del ciclo 

celular, como por ejemplo las neuronas o los adipocitos. Sin embargo, 

se ha demostrado que en condiciones estresantes como la activación 

oncogénica o el daño en el ADN estas células activan un programa 

similar al de la senescencia, diferenciando por lo tanto el estado 

senescente con su estado anterior de arresto estable del ciclo (Helman 

et al., 2016; Jurk et al., 2014; Kang et al., 2011; Minamino et al., 2009). 
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Por lo tanto, es normal encontrar expresados en altos niveles estos 

supresores tumorales en las células senescentes, siendo especialmente 

importante la medida de los niveles de p16 al expresarse únicamente en 

altos niveles en células senescentes (E et al., 1996; Serrano et al., 1997). 

Como consecuencia del arresto en el ciclo, las células senescentes no 

proliferan por lo que analizar marcadores que permiten evaluar la 

replicación del ADN como por ejemplo BrdU (5-bromo.2’-

deoxyuridine) o el EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) o proteínas 

asociadas con la proliferación celular como Ki-67 o PCNA (PCNA, 

proliferating cell nuclear antigen), puede ser utilizado como marcador 

para estudiar el estado senescente. 

 

4.2.2.1. Cambios morfológicos 

Durante el cultivo celular la senescencia suele ir acompañada 

de cambios morfológicos. Generalmente, las células senescentes se 

caracterizan por presentar un citoplasma plano, agrandado, cargado de 

vacuolas y en ocasiones por presentar varios núcleos, o un aumento en 

el tamaño nuclear. Algunos estudios han demostrado que in vivo las 

células aumentan de tamaño durante el proceso de senescencia (BIRAN 

A 2017), por lo que el aumento de tamaño podría ser considerado un 

marcador que define a las células senescentes. 

 

4.2.2.2. Actividad de la enzima beta-galactosidasa asociada a 

senescencia (SA-beta-Gal) 

Uno de los marcadores más utilizados para definir el estado 

senescente es la actividad de la enzima SA-beta-Gal. En condiciones 

fisiológicas, pH 4.0- 4.5, se detecta en todos los tipos celulares. Pero en 

el caso de las células senescentes su detección es posible fuera de las 

condiciones óptimas, pH 6.0, debido al aumento de lisosomas 

característico de las células senescentes (Dimri et al., 1995; Kurz et al., 

2000; B. Y. Lee et al., 2006) relacionado con el aumento del proceso de 

autofagia (A. R. J. Young et al., 2009). La tinción que permite detectar 

esta actividad enzimática se utiliza para la identificación de células 

senescentes tanto in vitro como in vivo siendo el marcador más 

importante y utilizado a la hora de determinar el estado senescente. 
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Actualmente existen otras estrategias para la detección de la 

actividad SA-beta-Gal como el uso de galacton, un sustrato 

quimioluminiscente (Bassaneze et al., 2008) o mediante el uso de kits 

de detección directa por citometría de flujo. 

 

4.2.2.3. Resistencia a la apoptosis 

Diversos estudios han demostrado que las células senescentes 

son resistentes a la apoptosis (Sasaki et al., 2001; E. Wang, 1995). Este 

hecho podría estar producido por el aumento en la expresión de 

proteínas antiapoptoticas de la familia BCL-2 (BCL-2, B-Cell 

Lymphoma-2) como BCL-W y BCL-XL puesto que la inhibición de 

algunas proteínas de esta familia induce apoptosis en algunos tipos 

celulares senescentes (Demaria et al., 2014; Yosef et al., 2016; Zhu et 

al., 2016). Por lo que, en algunos casos, la sobreexpresión de proteínas 

de esta familia podría utilizarse como marcador de senescencia. 

 

4.2.2.4. Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP) 

Otra de las características estudiadas en las células senescentes 

es su capacidad para secretar una gran variedad de factores (Coppé et 

al., 2008), siendo uno de los más importantes las citoquinas 

inflamatorias, entre las que destacan la interleucina 6 (IL-6) y la 

interleucina 8 (IL-8). Además también secretan quimioquinas 

(CXCL1), proteasas de la matriz extracelular o factores de crecimiento, 

entre otros (Freund et al., 2010). La identificación de estos marcadores 

puede ayudar a determinar el estado senescente de una célula. Sin 

embargo, el SASP varía mucho dependiendo del tipo celular y además 

no es una característica que todas las células senescentes presenten. 

Independientemente de su utilidad como marcador para determinar el 

estado senescente de una célula, el descubrimiento del SASP es 

fundamental para entender el papel que pueden tener las células 

senescentes en diversos procesos biológicos al estar liberando factores 

que actúan sobre las células y el ambiente que las rodean. 

Todas las características descritas anteriormente pueden ayudar a 

determinar el estado senescente de una célula, sin embargo, debido a la 

heterogeneidad del fenotipo senescente que varía según el estímulo que 

desencadene la senescencia y del tipo celular al que afecta, el 
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establecimiento de marcadores generales resulta muy difícil. Además 

de los citados, las células que entran en senescencia se caracterizan en 

muchos casos por presentar daños en el ADN, por lo que el estudio de 

marcadores clásicos de daño en el ADN como la deposición de γ-H2AX 

(Histona H2AX fosforilada en la serina 139) y la proteína de unión a 

p53-1 (53BP1, p53 Binding Protein 1) o la activación de rutas 

relacionadas con la respuesta al daño en el ADN como las de ATM o 

ATR pueden ser útiles para estudiar el estado senescente de la célula. 

 

4.2.3. Senescencia y reprogramación celular 

La senescencia celular presenta un papel dual en el proceso de 

reprogramación celular. Por un lado, se ha descrito que actúa como 

barrera intrínseca durante el proceso de reprogramación celular. La 

inactivación in vitro de supresores tumorales como el eje p53/p21 o el 

locus Ink4/Arf que codifica para p16 y p19Arf aumentan notablemente 

la eficiencia del proceso de reprogramación (Hong et al., 2009; 

Kawamura et al., 2009; Marión et al., 2009). En el caso de este último, 

se ha demostrado que su silenciamiento se produce de forma natural 

durante el proceso de reprogramación celular y además es un requisito 

fundamental para que el proceso se realice con éxito (H. Li et al., 2009). 

Estas vías juegan un papel central en la activación del programa de 

senescencia y esto explica que hasta la actualidad la reprogramación de 

células senescentes sea un proceso muy poco eficiente. Además, se ha 

demostrado cómo la expresión de los factores de reprogramación en 

cultivos primarios de fibroblastos humanos desencadena una respuesta 

al estrés con características de senescencia, en la que se incluye la 

expresión de p53, p16 y p21, el aumento en número de células positivas 

para la tinción SA-beta-Gal y la formación de SAHF. A este proceso se 

le denomina senescencia inducida por reprogramación (RIS, 

Reprogramming Induced Senescence) y se produce como consecuencia 

del estrés replicativo y el daño en el ADN generado por la expresión de 

OSKM (Banito et al., 2009). 

Por otro lado, la senescencia aumenta la eficiencia de 

reprogramación de las células adyacentes mediante los factores del 

SASP secretados, al aumentar la plasticidad celular (Chiche et al., 2017; 

Mosteiro et al., 2016). Esto se ha demostrado en sistemas in vivo en los 
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que utilizando el ratón reprogramable e induciendo la expresión de 

OSKM se genera la convivencia de poblaciones celulares que 

responden a la expresión de los factores activando el programa de 

senescencia como respuesta al daño y que no se reprograman, y células 

que responden a la expresión de los factores reprogramándose. Se ha 

encontrado una correlación positiva entre el éxito de reprogramación y 

la inducción de senescencia. Además, se ha estudiado que la 

eliminación del locus Ink4a/Arf, en este contexto principal mediador de 

la entrada en senescencia, reduce notablemente la eficiencia de 

reprogramación. Sin embargo, la eliminación de p53, que se asocia con 

altos niveles de daño tisular y senescencia generalizada, provoca un 

aumento notable de la eficiencia de reprogramación (Mosteiro et al., 

2016) (Figura 10). De los factores solubles generados por las células 

senescentes se ha identificado que el efecto positivo sobre el proceso de 

reprogramación celular es producido por IL6 (Mosteiro et al., 2018). La 

modulación de la respuesta senescente del tejido utilizando diferentes 

compuestos químicos permite regular en consecuencia la eficiencia del 

proceso de reprogramación, lo que demuestra directamente el vínculo 

entre senescencia y reprogramación (Chiche et al., 2017; Mosteiro et 

al., 2016). 

 

 
Figura 10. Senescencia celular in vivo. Se representa cómo la expresión de los 
factores de reprogramación in vivo genera dos poblaciones celulares diferentes, por 
un lado, células que se reprograman, por otro, células que responden entrando en 
senescencia como consecuencia del daño producido por OSKM. Las células 
senescentes promueven la reprogramación de las células vecinas principalmente por 
la liberación de IL6. Del mismo modo, la senescencia generada por lesión o 
envejecimiento favorece la reprogramación celular. (Imagen modificada de Mosteiro 
et al., 2016. Con el permiso de The American Association for the Advancement of 
Science) 
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También se ha demostrado el efecto paracrino positivo de la 

senescencia sobre el proceso de reprogramación celular en sistemas in 

vitro. El tratamiento de MEFs durante el proceso de reprogramación 

celular con medios condicionados procedentes de células a las que se le 

ha inducido senescencia por daño en el ADN con radiación gamma, 

aumenta la eficiencia del proceso de reprogramación. Si las células 

productoras de los medios condicionados son deficientes en la entrada 

en senescencia, por la eliminación del locus Ink4a/Arf, este mejora no 

se produce (Alcaraz., 2020). 

 

4.3. APOPTOSIS  

4.3.1. Causas y funciones de la apoptosis  

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada. A diferencia 

de otros tipos de muerte celular, como la necrosis, la apoptosis es un 

proceso activo y altamente regulado que se produce en los organismos 

multicelulares (J. F.R. Kerr et al., 1972). Del mismo modo que la 

senescencia, la apoptosis juega un papel fundamental a la hora de 

limitar la proliferación de células dañadas (John F.R. Kerr, 2002). En 

condiciones normales la célula presenta una batería de herramientas 

para reparar el daño sufrido. Si este es irreparable, la célula entrará en 

senescencia o apoptosis evitando así su propagación y retirándola del 

ciclo celular. 

El proceso de apoptosis está altamente regulado y se corresponde 

con una secuencia de eventos ordenados que tienen como objetivo 

eliminar a la célula dañada sin afectar a las células que la rodean. Para 

ello, la célula sufre una serie de modificaciones: se retrae y se aísla, 

adquiere morfología redondeada, se produce la condensación del núcleo 

y su fragmentación (J. F.R. Kerr et al., 1972; Robertson et al., 1978; 

Wyllie et al., 1980), se hidroliza y fragmenta el ADN nuclear, se 

produce una proteólisis masiva y se degrada el citoesqueleto (Lüthi & 

Martin, 2007), se degradan diversos orgánulos como las mitocondrias, 

el retículo endoplasmático o el Golgi (Frank et al., 2001; J. D. Lane et 

al., 2002) y se forman invaginaciones de la membrana plasmática que 

cuando se separan completamente formarán los denominados cuerpos 

apoptóticos, que se corresponden con fracciones de célula rodeadas por 

la membrana y caracterizados por presentar fosfatidilserina 
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exteriorizada. Estos cuerpos apoptóticos serán identificados y 

eliminados por los macrófagos en un proceso denominado eferocitosis 

(Levine, 1997), lo que permite el reciclaje de las moléculas 

almacenadas (J. F.R. Kerr et al., 1972; Nicholson, 1999; Wyllie et al., 

1980). 

Se ha descrito la importancia de la apoptosis en diversos procesos 

biológicos como: el mantenimiento de la homeostasis tisular normal 

como herramienta para renovar las células, la regeneración de tejidos 

tras daño (Gurtner et al., 2008) o durante el desarrollo, en este caso, por 

ejemplo, en el sistema nervioso y en el inmune, la sobreproducción 

inicial de células es seguida por la entrada en apoptosis de aquellas 

células que no logran establecer conexiones sinápticas funcionales o 

especificidades antigénicas eficientes respectivamente (Nijhawan et al., 

2000; Opferman & Korsmeyer, 2003). La apoptosis también juega un 

papel importante en la respuesta al daño en el ADN inducida por 

diversos factores como la hipoxia, algunos agentes químicos o la 

expresión de oncogenes como Ras o Myc que activan al supresor 

tumoral p53 promoviendo la muerte celular (Levine, 1997; Miyashita 

et al., 1994). Además, se ha demostrado cómo en varios tipos de cáncer, 

como por ejemplo en algunos linfomas, las células presentan 

sobreexpresadas proteínas antiapoptóticas e inhibidas proteínas 

proapoptóticas, lo que demuestra el papel importante de este proceso 

como mecanismo de supresión tumoral (Soengas et al., 2001; J. Y. 

Zhang, 2002). 

La apoptosis celular puede ser causada por diversos estímulos tanto 

exógenos, como el daño producido por radiación o infecciones víricas 

(Orlova-Fink et al., 2017), como endógenos, como por ejemplo el daño 

causado en el ADN por la hiperproliferación celular. 

 

4.3.2. Principales vías implicadas en la apoptosis  

La apoptosis es un proceso altamente regulado por lo que en su 

activación participan muchas proteínas implicadas en cascadas de 

señalización. Actualmente se conocen tres vías de señalización, que 

permiten la activación de la apoptosis en la célula: la ruta intrínseca, la 

ruta extrínseca y la ruta dependiente de la granzima B. (Creagh et al., 

2003). Independientemente de la ruta que se utilice para la activación 
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del proceso, las dianas finales serán las caspasas, responsables de 

desencadenar la mayoría de los eventos producidos durante el proceso 

de apoptosis celular. Las caspasas son una familia de cisteinil-proteasas 

que presentan especificidad primaria por el ácido aspartámico (Cohen, 

1997; Earnshaw et al., 1999), están presentes en células sanas como 

enzimas precursoras e inactivas mostrando poca o ninguna actividad y 

se subdividen en dos grupos: por un lado están las caspasas iniciadoras 

que se pueden autoactivar y forman parte de la transmisión de la señal 

apoptótica, y las efectoras, que necesitan ser activadas por las caspasas 

iniciadoras u otras proteínas y serán las responsables de desencadenar 

la mayoría de eventos que se llevan a cabo durante la apoptosis (Creagh 

et al., 2003; Nicholson, 1999; Stennicke et al., 1998; Stennicke & 

Salvesen, 1998). 

Describiremos brevemente las rutas citadas para poder identificar 

marcadores característicos propios de las células apoptóticas. La vía 

extrínseca se inicia con la unión de ligandos como Fas o el factor de 

necrosis tumoral-α (TNF α, Tumour Necrosis Factor α) a receptores de 

muerte transmembrana. Esta unión con el receptor provoca el 

reclutamiento de proteínas adaptadoras como la proteína del domino de 

muerte asociada a Fas (FADD, Fas-Associated Death Domain protein) 

que favorece el reclutamiento de moléculas de caspasa 8, una caspasa 

iniciadora, que se activa y a su vez activa proteolíticamente a las 

caspasas efectores 3 y 7 desencadenando el proceso de muerte celular 

(Ashkenazi & Dixit, 1998; Muzio et al., 1996; Varfolomeev et al., 

1998). 

La vía intrínseca está relacionada con la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial externa. Las proteínas de la familia Bcl-2 son 

cruciales en la regulación de este proceso y por lo tanto en la regulación 

de la apoptosis. Por un lado, miembros de la subfamilia de las proteínas 

BH3, como Puma, Bid o Bad favorecen la permeabilidad mitocondrial 

al promover el ensamblaje de canales formados por las proteínas de la 

subfamilia Bax: Bak y Bax, mientras que los miembros de la subfamilia 

Bcl-2 como Bcl-2 o Bcl-XL inhiben a las proteínas de la subfamilia 

BH3. En condiciones estresantes para la célula, la actividad de las 

proteínas proapotóticas de la familia superará a las de las 

antiapoptóticas. Como resultado aumentará la permeabilidad de la 
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membrana mitocondrial externa y se liberará citocromo c de la 

mitocondria al citosol. El citocromo c favorece el reclutamiento del 

factor activador de proteasa apoptótica (APAF1, Apoptotic Protease 

Activating Factor-1) y otras proteínas que formarán el apoptosoma. 

Una vez formado, el apoptosoma recluta moléculas de caspasa 9 y las 

activa. La caspasa 9 activa, a su vez, activará a las caspasas efectoras 3 

y 7 (Adrain et al., 1999; DR & JC, 1998; Hakem et al., 1998; Van Loo 

et al., 2002). 

Finalmente, la ruta dependiente de la granzima B implica la 

transferencia de esta proteasa por parte de los linfocitos T citotóxicos 

(CTL) o de los Natural Killers (NK) a la célula diana (Froelich et al., 

1998). La granzima B se asemeja a las caspasas por ser una proteasa 

que presenta afinidad por residuos de ácido aspartámico. Además, se ha 

identificado su capacidad para activar a las caspasas efectoras 3 y 7 

(Darmon et al., 1996; Martin et al., 1996; Van De Craen et al., 1997), 

así como a algunos miembros de la subfamilia apoptótica BH3 como 

Bid (Pinkoski et al., 2001), por lo que esta vía se solapa también con la 

intrínseca. 

 

4.3.3. Apoptosis y reprogramación celular 

Como indicamos previamente, la apoptosis juega un papel 

importante en procesos como la supresión tumoral y en el correcto el 

mantenimiento de la estabilidad genómica celular, al eliminar aquellas 

células que se encuentran dañadas. Durante el proceso de 

reprogramación celular se ha demostrado que ambos puntos son 

determinantes y que algunos de los supresores tumorales que 

desempeñan funciones importantes en estos procesos representan una 

barrera para el proceso de reprogramación celular. 

El papel de la apoptosis durante el proceso de reprogramación 

celular no se ha estudiado en profundidad. Sin embargo, existen algunos 

estudios que indican que la inactivación de proteínas antiapoptóticas 

como Bcl-2 o la sobreexpresión de proteínas proapoptóticas como Bax 

aumenta la eficiencia del proceso de reprogramación celular al bloquear 

la entrada en apoptosis mediada por p53 de células con daño en el ADN 

(Kawamura et al., 2009; Marión et al., 2009). Esto demuestra que la 

apoptosis, activada por supresores tumorales como p53 para evitar la 
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propagación de células dañadas y prevenir así la inestabilidad, supone 

una barrera durante el proceso de reprogramación celular. 

Por lo tanto, senescencia y apoptosis son dos programas distintos, 

pero con un objetivo común; retirar del ciclo celular de forma 

permanente células dañadas irreversiblemente para evitar su 

propagación. Los mecanismos que determinan que la célula entre en un 

estado u otro se desconocen. 
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La estrategia de reprogramación basada en el uso de factores definidos, 

desarrollada por Takahashi y Yamanaka en el año 2006, ha supuesto 

una revolución en el campo de la reprogramación celular. En los 

últimos años han aumentado notablemente los tipos celulares 

reprogramados con éxito. Sin embargo, la reprogramación de células 

tumorales sigue siendo un proceso muy poco eficiente. 

Los procesos de reprogramación y transformación celular 

comparten barreras y mecanismos comunes, por lo que la dificultad que 

presentan las células tumorales para ser reprogramadas es indicativa de 

la existencia de barreras intrínsecas dentro de estos tipos celulares. 

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado 

la imposibilidad de reprogramar por completo exitosamente células 

transformadas. Al mismo tiempo, han puesto de relieve que la expresión 

de factores de reprogramación afecta negativamente a las células 

tumorales. Por este motivo nos planteamos estudiar el efecto de la 

expresión de los factores de reprogramación en células transformadas. 

Los objetivos específicos del proyecto de tesis han sido: 

1. Estudiar la reprogramación en células transformadas. 

1.1. Analizar el proceso de reprogramación de células 

transformadas. 

1.2. Caracterizar el efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación en células transformadas. 

1.3. Caracterizar el efecto de la expresión individual de los 

factores de reprogramación en células transformadas. 

2. Estudiar el efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación celular sobre la progresión tumoral in vivo. 
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1. Animales de experimentación 

 

Todos los procedimientos experimentales en los que se han utilizado 

animales cuentan con la aprobación del Comité de Bioética de la 

Universidad de Santiago de Compostela (USC) respetando las Leyes de 

Protección de los Animales utilizados para experimentación y otros 

fines científicos a nivel estatal y europeo. Los procedimientos se 

realizaron bajo la autorización 15010/17/001, de la que es investigador 

responsable Manuel Collado Rodríguez según el actual y vigente RD 

53/2013. Los procedimientos experimentales fueron realizados por 

Manuel Collado, capacitado para las funciones B y C. 

 

1.1. CONDICIONES DE ESTABULACIÓN 

Los animales de experimentación utilizados se mantuvieron 

estabulados en salas SPF (Specific Pathogen Free) del CEBEGA 

(Centro de biomedicina experimental de la USC) con número de 

registro: ES150780292901, en condiciones controladas de fotoperíodo 

(12 horas de luz/12 horas de oscuridad) y temperatura (20-24°C). 

 

1.2. RATÓN NMRI-FOXN1NU/UN  

En los ensayos de progresión tumoral por inyección subcutánea 

utilizamos ratones ‘‘nude’’, caracterizados por presentar una mutación 

autosómica recesiva en el cromosoma 11 en el locus Foxn1 (Forkhead 

box N1) que causa aplasia en el timo y provoca una inmunodeficiencia 

por falta de células T. Estos ratones se caracterizan también por 

presentar defectos de queratinización en los folículos pilosos y la 

epidermis, lo que provoca la ausencia de pelo (nude). Para nuestros 

experimentos utilizamos 12 machos de 8 semanas suministrados por los 

Laboratorios Janvier. 

 

1.3. RATÓN REPROGRAMABLE I4F 

El modelo de ratón transgénico reprogramable utilizado fue la línea 

transgénica i4F-B (Abad et al., 2013). Este modelo se generó en ratones 

con un fondo genético C57BL/6 y se caracteriza por portar un activador 

transcripcional inducible por tetraciclina (rtTA) en el locus Rosa26 y 
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un vector lentiviral que contiene un casete policistrónico inducible por 

tetraciclina en el intrón del gen Pparg y que codifica para los cuatro 

factores de reprogramación (OSKM: Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc). Este 

sistema permite que en presencia de doxiciclina el rtTA se una al 

promotor del casete policistrónico y se expresen los factores de 

reprogramación en los diferentes tejidos y órganos del animal. 

 

1.4. RATÓN KRASV12-KI 

El modelo de ratón transgénico utilizado para la activación genética de 

tumores en pulmón fue el ratón KrasV12-KI (Kras) (Guerra et al., 

2003). Este modelo se generó en ratones con fondo genético C57BL/6 

y se caracteriza por portar un alelo transgénico, KrasV12-IRES-β-geo, 

dentro del locus endógeno de Kras que codifica para una forma activa 

de Kras, KrasV12. El alelo transgénico presenta en el primer intrón una 

señal de parada transcripcional flanqueada por puntos de 

recombinación LoxP, reconocidos por la recombinasa Cre, por lo que 

el tratamiento con esta recombinasa provoca el corte en este punto y la 

escisión de la señal de parada transcripcional permitiendo la expresión 

del alelo transgénico KrasV12. 

 

 

 

2. Protocolos de experimentación animal 

 
2.1. TRATAMIENTO CON DOXICICLINA EN AGUA DE BEBIDA 

El tratamiento sistémico con doxiciclina in vivo se suministró mediante 

la dilución en agua de bebida. La concentración de doxiciclina (Fagron 

Ibérica) fue de 1 mg/mL suplementado con sacarosa (Sigma-Aldrich) 

al 7,5%. El tratamiento se mantuvo protegido de la luz para evitar la 

fotodegradación y se renovó cada 2 días durante los tiempos de 

tratamiento que se especifican en cada experimento. 

 

2.2. INYECCIÓN SUBCUTÁNEA DE CÉLULAS A549 

Para estudiar la formación de tumores subcutáneos a partir de las líneas 

de A549 con luciferasa, que portan o no la construcción con los factores 
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de reprogramación, se utilizaron ratones nude. Se realizaron 4 

inyecciones por ratón, dos en cada flanco y un total de 12 machos de 8 

semanas de edad. En cada una de ellas se inyectaron 2 x 106 células en 

un volumen de 200 µL de DMEN completo utilizando jeringas de 25G. 

Para anestesiar a los ratones se utilizaron equipos de anestesia 

inhalatoria por isofluorano (Esteve). La progresión tumoral se midió 

dos veces por semana utilizando el IVIS. 

 

2.3. INYECCIÓN EN VENA LATERAL DE COLA DE CÉLULAS CML57 

Para el modelo ortotópico de cáncer de pulmón se utilizaron hembras 

de la cepa C57/BL6 de 8 semanas de edad. El día antes de la inyección 

de las células los ratones se irradiaron con 4 Gray, se inyectaron 2 x 105 

células Cml57 con una construcción que expresa luciferasa, coinfectada 

con el vector que porta los factores de reprogramación o el control con 

el rtTA en un volumen de 200 µL utilizando jeringas de 25G. La 

doxiciclina se suministró dos días antes de la inyección de las células y 

se renovó cada dos días. Las medidas de la progresión tumoral se 

realizaron dos veces por semana mediante IVIS. 

 

2.4. ADMINISTRACIÓN INTRATRAQUEAL DE AD-CRE 

Los ratones Kras y Kras/i4F se trataron por vía intratraqueal con 

partículas adenovirales (Ad5CMVFlpo, VVC-U producidas en las 

instalaciones centrales de vectores virales de Iowa-530) en una cantidad 

de 2,5 x 107 pfu que expresan la recombinasa CRE para permitir la 

expresión de KrasV12, a las 8 semanas de edad. Tras 6 meses desde la 

administración de los adenovirus, los ratones fueron tratados con 

doxiciclina en agua de bebida 1 mg/mL (Sigma-Aldrich) y azúcar al 

7,5% durante 1 semana y renovada cada 2 días, seguido por 3 semanas 

de descanso con agua normal. Este ciclo se repitió por completo 2 

veces, al finalizar la semana correspondiente al tercer tratamiento con 

doxiciclina los ratones fueron sacrificados y se analizó la formación de 

tumores en ratones Kras e i4F/Kras. 

 

2.5. MEDIDA DE LA PROGRESIÓN TUMORAL POR IVIS 

La señal de bioluminiscencia se monitorizó 2 veces por semana 

mediante el uso del IVIS Spectrum In Vivo Imaging System 
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(PerkinElmer), 10 minutos después de la inyección de 200 µL/ ratón de 

15 mg/mL de D-Luciferina (PerkinElmer) disuelta en PBS. El tiempo 

de exposición osciló entre los 30 segundos y los 3 minutos para 

garantizar el ajuste óptimo de detección de fluorescencia con el 

software Living Image Software V4.5.2 (PerkinElmer), con el que 

también se cuantificaron los valores de fluorescencia emitida. En los 

experimentos se incluyeron 2 ratones inyectados con PBS en lugar de 

células para determinar una señal de bioluminiscencia basal. 

 

 

 

3. Cultivos celulares 
 

3.1. CULTIVO PRIMARIO DE MEFS WT Y MEFS P53-NULL 

Para la obtención de los MEFs wt (wild type) y p53-null, se extrajeron 

los embriones de una hembra de ratón preñada, a los 13,5 días de 

gestación. Se sacrificó al animal por dislocación cervical y se extrajo el 

útero, que alberga a los embriones, los cuales se mantuvieron en PBS 

frío (phosphate-buffered saline) (Sigma-Aldrich) con un 1% de 

Penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich). Se extrajeron los embriones 

del útero, se les eliminó la cabeza y las vísceras y se lavaron en PBS. 

Acto seguido se disgregó el cuerpo del embrión mediante el uso de un 

bisturí, se añadió 1,5 mL de tripsina-EDTA 1x (Sigma) sobre el 

embrión y se guardó en el incubador a 37ºC durante 10 minutos. Tras 

esta incubación se homogeniza con una pipeta de 1 mL para facilitar la 

disociación del tejido y se incuba durante otros 10 minutos a 37ºC. Una 

vez tripsinizados, se resuspendieron en medio de cultivo y se sembraron 

en placas de 100 mm (Corning). Al día siguiente se realizaron lavados 

con PBS para eliminar los restos de tejido que pudiesen quedar y se 

añadió medio de cultivo nuevo. Cuando las células alcanzaron la 

confluencia, se tripsinizaron y se pasaron a placas de 150 mm 

(Corning). Una vez confluentes se congelaron en alícuotas de 4 x 106 

células utilizando medio de congelación, FBS al 10% DMSO 

(Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich), y se mantuvieron en nitrógeno 

líquido. 
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En ambos casos las células se mantuvieron en medio de fibroblasto: 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con alta concentración 

de glucosa (4500 mg/L) (Sigma-Aldrich), 10% FBS (Fetal Bovine 

Serum) (Sigma-Aldrich), 1% penicilina/estreptomicina (Sigma-

Aldrich), 1% glutamina (Sigma-Aldrich). Las células se mantuvieron 

en el incubador a 37ºC y con una atmósfera del 5% de CO2.  

 

3.2. LÍNEAS CELULARES 

Las líneas celulares empleadas fueron: HEK293T (Human Embryonic 

Kidney 293T), 3T3 (fibroblastos inmortalizados por pases seriados), 

A549 (Human lung adenocarcinoma), Cml75 (adenocarcinoma de 

ratón), fibrosarcoma de ratón y ESC (Embryonic Stem cells).  

Todas las líneas celulares utilizadas, a excepción de ESC, se 

mantuvieron en medio de fibroblasto: DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium) con alta concentración de glucosa (4500 mg/L) (Sigma-

Aldrich), 10% FBS (Sigma-Aldrich), 1% penicilina/estreptomicina 

(Sigma-Aldrich), 1% glutamina (Sigma-Aldrich). En el caso de las 

ESC, las células se sembraron sobre feeders y se utilizó medio de 

iPSCs/ESCs, compuesto por: DMEM (Sigma) suplementado con 15% 

KSR (Knockout Serum Replacement) (Life technologies), 1% 

Penicilina/Estreptomicina (Sigma), 1% Glutamina (Sigma), 1x 

aminoácidos no esenciales (Sigma), 0,1 mM 2-mercaptoetanol (Life 

Technologies) y 1000 U/mL de LIF (Leukemia Inhibitory Factor) 

(Millipore). Todas las líneas se mantuvieron en el incubador a 37ºC y 

con una atmósfera del 5% de CO2. 

Para la congelación de las líneas celulares, a excepción de las ESC, 

se utilizó FBS al 10% de DMSO (Sigma-Aldrich). En el caso de las 

ESC se empleó medio de iPSCs/ESCs suplementado con un 20% de 

FBS y un 10% de DMSO. Para su congelación las células se 

mantuvieron en nitrógeno líquido. 

 

3.3. PREPARACIÓN DE FEEDERS 

Los feeders, utilizados para el cultivo de las ESC, se prepararon a partir 

de células 3T3. Para ello, las células fueron inactivadas mitóticamente 

con Mitomicina C (Inibsa) a una concentración de 10 µg/mL durante 3 

horas. Tras el tratamiento, las células se lavaron con PBS para eliminar 
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los restos de Mitomicina C, se tripsinizaron y se repartieron en alícuotas 

de 3 x 106 células para su congelación. Cada vial será utilizado para una 

placa de 100 mm previamente recubierta con gelatina (Sigma-Aldrich) 

al 0,1% en agua destilada durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Una vez gelatinizadas las placas, se sembraron los feeders con medio 

de fibroblasto y tras 24 horas, para permitir que estos se adhieran a la 

placa, se sembraron las ESC. 

 

3.4. TRATAMIENTOS CELULARES 

3.4.1. Doxiciclina 

Análogo estructural de la tetraciclina, empleado a 1 µg/mL (Sigma-

Aldrich) y renovado del medio de cultivo cada 2 días durante el 

tratamiento, indicado en cada caso. Lo utilizamos como inductor en los 

sistemas regulados por el transactivador reverso dependiente de 

tetraciclina (rtTA): pInducer20-HrasV12, utilizado en la 

transformación de MEFs p53-null, Tet-O-OSKM y FUW 

Oct4/Sox2/Klf4 y Myc utilizados para la expresión conjunta e 

individual de los factores de reprogramación. 

 

3.4.2. Doxorrubicina 

Agente quimioterápico que induce roturas de cadena doble en el 

ADN, provocando una respuesta al daño celular que produce la 

activación de p53. Lo utilizamos a una concentración de 0,5 µg/mL 

(TEDEC) durante 8 horas en MEFs wt y MEFs p53-null transformados 

para comprobar la expresión de p53. 

 

3.4.3. Inhibidor de caspasas 

Para inhibir el proceso de apoptosis utilizamos el inhibidor Z-

VAD-(Ome)-FMK (MedChem) a una concentración de 20 µM, el 

inhibidor ser renovó cada 2 días durante todo el tratamiento. 
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4. Vectores plasmídicos 

 
4.1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS 

Los microorganismos empleados para amplificar el ADN plasmídico 

fueron bacterias E. coli competentes de la cepa DH5α para los vectores 

retrovirales y bacterias E. coli de la cepa Stbl3 para los vectores 

lentivirales. 

 

4.2. MEDIOS DE CULTIVO DE BACTERIAS 

4.2.1. Medio líquido 

Para el crecimiento y selección de las cepas de E.coli se utilizó 

medio LB (Luria-Broth), compuesto por: triptona 1% (Becton 

Dickinson, BD), NaCl 0,5% (Sigma-Aldrich) y extracto de levadura 

0,5% (BD) disuelto en agua destilada. Para la selección con antibiótico 

el medio se suplementó con Amplicilina (Sigma-Aldrich) a una 

concentración de 100 µg/mL. 

 

4.2.2. Medio sólido 

Para el crecimiento en placa, se utilizaron placas con medio LB al 

que se le añade 1,5% de LB Agar (Sigma-Aldrich) para que gelifique 

formando un medio sólido. Para la selección con antibiótico se 

suplementó con Ampicilina a una concentración de 100 µg/mL. 

 

4.3. OBTENCIÓN DEL ADN PLASMÍDICO 

La extracción del ADN plasmídico a partir de los cultivos bacterianos 

se realizó utilizando el kit comercial Genopure Plasmid Midi (Roche) 

para hacer Midipreps a partir de 250 mL de cultivo bacteriano crecido 

durante 18 horas, o, en el caso de que necesitemos extraer grandes 

cantidades de plásmido, se utilizó el kit QIAfilterTM Plasmid Maxi para 

hacer Maxipreps a partir de 500 mL de cultivo bacteriano crecido 

durante 18 horas. En ambos casos se siguieron las instrucciones del 

fabricante. 

Para la cuantificación del ADN plasmídico se utilizó el Nanodrop 

2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific) tomando como 
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referencia la relación de absorbancia a 260 nm/280 nm alrededor de 1.8 

como indicador de ADN de alta pureza. 
 

4.4. PLÁSMIDOS UTILIZADOS 

En la siguiente tabla se detallan los plásmidos utilizados en los 

experimentos: 
 

Plásmido Referencia 

pCL-Eco Addgene #12371 (Naviaux et al., 1996) 

pLP1 ViraPowerTM Lentiviral Packaging Mix (Invitrogen) 

pLP2 ViraPowerTM Lentiviral Packaging Mix (Invitrogen) 

pLP-VSVG ViraPowerTM Lentiviral Packaging Mix (Invitrogen) 

pBP-IRES-EGFP Addgene #14430 (Carlson SM et al., 2011) 

FUGW Addgene #14883 (Lois et al., 2002) 

FUW-M2rtTA Addgene #20342 (Hockemeyer et al., 2008) 

Tet-O-FUW-OSKM Addgene #20321 (Carey et al., 2009) 

pInducer20-HrasV12 (Alexander et al., 2013) 

pMXs-Oct3/4 Addgene #13366 (Takahashi and Yamanaka, 2006) 

pMXs-Sox2 Addgene #13367 (Takahashi and Yamanaka, 2006) 

pMXs-Klf4 Addgene #13370 (Takahashi and Yamanaka, 2006) 

pMXs-c-Myc Addgene #13375 (Takahashi and Yamanaka, 2006 

LT3GEPIR-shp21-h Cedido por el Dr Scott Loew (MSKCC) 

TetO-FUW OCT4 Addgene #20323 

TetO-FUW Sox2 Addgene #20326 

TetO-FUW Myc 
 

Addgene #20324 
 

TetO-FUW Klf4 
 

Addgene #20322 
 

Tabla 1. Plásmidos utilizados en los experimentos 
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5. Transducción retroviral y lentiviral 

 
Las particulares retrovirales y lentivirales se generaron en células 

HEK293T cotransfectadas con el plásmido de interés y los 

empaquetadores virales. En el caso de los vectores retrovirales, para 

células de ratón se utilizó el pCL-ECO y para células humanas se 

utilizaron el pCL-ECO y el pLP-VSVG, y, en el caso de los vectores 

lentivirales, se utilizaron el pLP1, pLP2 y pLP-VSVG tanto para células 

humanas como de ratón. 

 

5.1. TRANSFECCIÓN CELULAR 

Para la transfección de las HEK293T utilizamos polietilenimina (PEI) 

(Polysciences). El día antes de la transfección se sembraron 5 x 106 

HEK293T en placas de 100 mm (Corning). Para llevar a cabo la 

transfección se realizaron las siguientes mezclas en dos tubos: por un 

lado, se mezcla el plásmido de interés con los empaquetadores 

retrovirales o lentivirales, en una proporción 1:1 en el caso de retrovirus 

en células de ratón, 1:(1:1) en el caso de retrovirus en células humanas 

o 1:(1:1:1) en el caso de lentivirus, y se diluyen en medio DMEN 

(Sigma-Aldrich) sin suplementar. El tamaño de placa utilizado para las 

transfecciones es de 100 mm y se emplean 5 µg totales de ADN en un 

volumen de 250 µL. Por otro, se mezcla el PEI (1 mg/mL), con una 

relación 1:6 (DNA: PEI), con medio DMEN (Sigma-Aldrich) sin 

suplementar. Para el tamaño de placa de 100 mm se utilizan 30 µL de 

PEI, una cantidad de ADN de 5 µg y un volumen de 250 µL. 

Finalmente, se mezcla el contenido de ambos tubos, se agita 

utilizando un vórtex y se incuba durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. La mezcla se añade a las placas con las HEK293T sembradas 

el día anterior, tras 8-16 horas se lavan las células con PBS y se les 

cambia el medio por medio fresco. 

 

5.2. TRANSDUCCIÓN CELULAR 

Tras 36 horas desde la transfección, el medio con las partículas virales 

fue recogido y filtrado utilizando jeringas de 20 mL (BD) y filtros de 

0,45 µm (Jet Biofil) para evitar la contaminación con restos celulares 

de las HEK293T. Sobre este medio filtrado se añadió Polybrene 
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(Hexadimethrine bromide) (Sigma-Aldrich) a una concentración de 8 

µg/mL y se utilizó para infectar las células diana, sembradas a un nivel 

subconfluente el día antes, mientras que a las HEK293T se les añadió 

medio fresco. Este proceso se repite 3 veces en ciclos de 12-16 horas, 

una vez finalizadas las 3 rondas de infección a las células diana se les 

cambia el medio por medio fresco y tras 12 horas de reposo se da por 

concluida la transducción. 

 

 

 

6. Análisis de la expresión de ARN 

 
6.1. EXTRACCIÓN DE ARN 

Para analizar la expresión génica a nivel de ARN, extraemos el ARN 

total a partir de cultivos celulares o tejido utilizando el Kit NucleoSpin® 

RNA (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante. En 

el caso del ARN extraído a partir de tejido, se utilizó previamente el 

TissueLyser II (Qiagen) durante 3 minutos a 30 Hz en tubos de plástico 

con cierre de seguridad de 2 mL (Eppendorf) con una bola de acero 

inoxidable para disgregar el tejido. La cuantificación del ARN se 

realizó utilizando el Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) y tomando 

como referencia la relación de absorbancia entre 260 nm y 280 nm para 

determinar la pureza del ARN, considerando una relación cercana a 2 

como ARN puro. 

 

6.2. RETROTRANSCRIPCIÓN DE ARN 

Tras la extracción y cuantificación de ARN se realiza la 

reversotranscripción para convertirlo en ADN complementario. Para 

ello, utilizamos el Kit High-Capacity cDNA ReverseTranscription 

(Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante a 

partir de 2 µg de ARN y basado en el uso de la enzima MultiScribeTM 

Reverse Transcriptase. El termociclador utilizado para la 

reversotranscripción fue el MultiGeneTM OptiMax (Labnet). 
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6.3. QRT-PCR 

Para la PCR cuantitativa (qRT- PCR) se utilizó el reactivo NZYSpeedy 

qPCR Green Master Mix (2X), ROX (NZYTech) y el termociclador 

AriaMx Real-Time PCR systems (Agilent Technologies) utilizando el 

siguiente programa (Tabla 2): 

 
 Hot start Amplificación (x40) Melt 

Temperatura  95 ºC 95 ºC  60ºC  72 ºC 95ºC  55ºC  95ºC 
Tiempo 3’         30’’    30’’    1’     1’    30’’   30’’ 

Tabla 2: programa utilizado para la qRT-PCR 
 

Para cada reacción se utilizaron 33 ng de ADNc, oligonucleótidos 

a una concentración final de 0,25 µM, 5 µL de Sybr y agua libre de 

nucleasas hasta completar el volumen final de 10 µL por reacción. 

Como gen housekeeping se utilizó el GAPDH y los valores de los genes 

analizados se relativizaron a su nivel de expresión, se utilizaron 

triplicados para cada análisis. Los resultados se analizaron con el 

software AriaMx 1.0 (Agilent Technologies) y los oligonucleótidos 

utilizados fueron adquiridos en Eurofins Genomics (Tabla 3). 

 
Oligonucleótidos Secuencia 5’-3’ 

GAPDH F: TCCATGACAACTTTGGCATCGTGG 
R: GTTGCTGTTGAAGTCACAGGAGAC 

IL6 F: CCAGGAGCCCAGCTATGAAC 
R: CCCAGGGAGAAGGCAACTG 

CXCL1 F: GAAAGCTTGCCTCAATCCTG 
R: CACCAGTGAGCTTCCTCCTC 

  CDKN1A F: CCTGTAACTGTCTTGTACCCT 
R: GCGTTTGGAGTGGTAGAAATC 

Klf4 F: CACCATGGACCCGGGCGTGGCTGCCAGAAA 
R: TTAGGCTGTTCTTTTCCGGGGCCACGA 

Oct4 F: GTTGGAGAAGGTGGAACCAA 
R: CCAAGGTGATCCTCTTCTGC 

     Sox2 F: GGTTACCTCTTCCTCCCACTCCAG 
R: TCACATGTGCGACAGGGGCA 

c-Myc F: CCTAGTGCTGCATGAGGAGAC 
R: CCTCATCTTCTTGCTCTTCTTCA 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados 
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7. Análisis de la expresión proteica 

 
7.1. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 

Para la extracción de proteínas a partir de células en cultivo, retiramos 

el medio de cultivo de las células y realizamos dos lavados con PBS 

frío (Sigma-Aldrich), aspiramos el PBS y tripsinizamos las células con 

tripsina 1X (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos a 37°C en el 

incubador. Neutralizamos el efecto de la tripsina añadiendo el doble de 

volumen de medio de fibroblastos y recogemos la suspensión en un tubo 

Falcon para su centrifugación a 900 rpm durante 5 minutos a 

temperatura ambiente con la centrífuga SL16R Centrifuge (Thermo 

Scientific). Tras la centrifugación eliminamos el sobrenadante, 

resuspendemos el pellet de células en 1 mL de PBS y lo pasamos a un 

Eppendorf de 1,5 mL para su centrifugación a 3.000 rpm durante 5 

minutos a 4 °C con la microcentrígufa 5415 r (Eppendorf). 

Eliminamos el sobrenadante y resuspendemos el pellet celular en 

buffer RIPA 1X (Radio-Immunoprecipitation Assay Buffer) compuesto 

por: 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% SDS, 1% Triton X-

100, 5 mM EDTA pH 8.0, 1% Deoxicolato de sodio con los inhibidores 

de proteasas (1 mM Ortovanadato sódico, 1mM PMSF, 1mM DTT, 4 

mM de NaF y 1X del cóctel de inhibidores proteicos), el volumen 

utilizado fue aproximadamente el doble del tamaño del pellet celular. 

Dejamos incubar en hielo durante 20 minutos y centrifugamos las 

muestras a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, recogemos el 

sobrenadante con las proteínas y lo transferimos a un tubo Eppendorf 

nuevo. 

 

7.2. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

La cuantificación de la proteína extraída se realizó mediante el método 

de Bradford (MM, 1976), utilizando el kit DC Protein Assay (BIO-

RAD) siguiendo las instrucciones del fabricante. La absorbancia se 

midió en un espectrofotómetro para microplacas Epoch2 (BioTek) a 

750 nm y la recta patrón de calibrado de la muestra se realizó a partir 

de concentraciones conocidas de BSA (BSA, Bovine serum albumin) 

(Sigma-Aldrich). 
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7.3. WESTERN BLOT 

Una vez cuantificadas las proteínas se procede a su análisis por Western 

blot. Para la preparación de las muestras utilizamos 30 µg de proteína 

total y el tampón de carga (4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-

mercaptoetanol, 0.004% de azul bromofenol y 125 mM Tris-HCl pH 

6.8) a una concentración de 1X en agua destilada. Las muestras se 

calentaron a 95 °C durante 5 minutos en un termoblock Thermomixer 

Compact (Eppendorf). 

Una vez preparadas las muestras, se realiza una electroforesis para 

separar las proteínas en función de su tamaño siguiendo el método de 

Laemmli (Laemmli, 1970). Utilizamos el sistema Mini-PROTEAN 

Tetra Cell (BIO-RAD) y geles de poliacrilamida (solución 30%, 

Acrilamida/Bis 29:1, BIO-RAD). El gel concentrador se preparó al 4% 

(4% de acrilamida/bisacrilamida, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0,1% SDS, 

0,1% APS, 0,08% TEMED en agua destilada) y el separador al 12% 

(12% de acrilamida/bisacrilamida, 370 mM Tris-HCl pH 8.8, 0,1% 

SDS, 0,075% APS, 0,04% TEMED en agua destilada). El marcador de 

peso molecular empleado fue PageRulerTM Plus Prestained Protein 

Ladder (ThermoScientific). 

Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF de 0,45 

µm (Milipore) mediante transferencia húmeda utilizando el equipo Mini 

Trans-Blot Electroforetic Transfer Cell (BIO-RAD) a 100 voltios 

durante 1 hora. El bloqueo de la membrana se realizó con leche al 5% 

w/v en TTBS (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-

20) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, los anticuerpos 

primarios (Tabla 4) se incubaron ON (overnight) a 4°C y en agitación. 

Al día siguiente se incubaron con los anticuerpos secundarios 

correspondientes conjugados con la enzima HRP (Horseradish 

Peroxidase) (Tabla 5) durante 1 hora a temperatura ambiente y en 

agitación. La inmunodetección se realizó mediante un sistema de 

quimioluminiscencia basado en ECL (Enhanced chemioluminiscence) 

SupersignalTM weat pico PLUS chemiluminescent substrate (Thermo 

Fisher) y exposición y revelado en ChemiDocTM MP Imaging System 

(BIO-RAD).  
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Anticuerpo Casa 
comercial 

Referencia Huésped Dilución 

p53 (1C12) Cell signaling 2524 Ratón 1:1000 

HRas BD Biosciences 610001 Ratón 1:2000 

Actina MP 
Biomedicals 

0869100 Ratón 1:5000 

P-Histona H2AX 
(Ser139) 

 

Cell signaling 9718 
 

Conejo 1:1000 

Klf4 
 

Santa Cruz sc-20691 
 

Conejo 1:500 

Oct-3/4 (H-134) 
 

Santa Cruz sc-9081 
 

Conejo 1:1000 

Cyclina E 
 

Santa Cruz sc-481 
 

Conejo 1:1000 

p-RB 
(Ser807/811) 

 

Cell signaling 8516 
 

Conejo 1:1000 

RB (4H1) 
 
 

Cell signaling 9309 
 

Ratón 1:2000 

b-Tubulina 
 

Cell signaling 2146 
 

Conejo 1:1000 

p21 (12D1) Cell signaling 2947 Conejo 1:1000 

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados 
 

 
Anticuerpo Casa comercial Referencia Dilución 

HRP-Anti-conejo Santa Cruz Sc-2004 1:5000 

HRP-Anti-ratón Santa Cruz Sc-2005 1:2000 

Tabla 5. Anticuerpos secundarios utilizados 
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8. Reprogramación celular 

 
8.1. REPROGRAMACIÓN CON VECTORES LENTIVIRALES 

Para los ensayos de reprogramación celular las células de 

adenocarcinoma de ratón, fibrosarcoma de ratón, A549, MEFs 

transformados y MEFs wt fueron transducidas con los plásmidos 

lentivirales Tet-O-FUW-OSKM y rtTA. Se sembraron 2 x 105 células 

por pocillo en placas de 6 pocillos (Corning), se realizó la transducción 

lentiviral y pasadas 24 horas desde la última ronda de infección se inició 

la reprogramación celular. Para ello, el medio de fibroblastos se cambió 

por medio de iPSCs/ESCs con doxiciclina a una concentración de 1 

µg/mL, tanto el medio como la doxiciclina se cambiaron cada 2 días 

hasta completar los 14 días en los que se da por finalizado el proceso 

de reprogramación. 
 

8.2. TINCIÓN FOSFATASA ALCALINA (AP) 

Una de las características de las iPSCs y de las ESCs es que expresan 

altos niveles la enzima AP, por lo que la detección de esta enzima se 

utiliza como un marcador fundamental para identificar el estado de 

iPSC. Tras 14 días de reprogramación realizamos una tinción fosfatasa 

alcalina en las células que fueron sometidas al proceso de 

reprogramación con el objetivo de identificar colonias teñidas y con una 

morfología característica: redondeadas, con bordes bien definidos y 

refringentes, indicativas del éxito del proceso de reprogramación. Para 

la tinción, las células fueron previamente fijadas con paraformaldehido 

(EMS, Electron Microscopy Sciences) al 4% en PBS durante 5 minutos 

a temperatura ambiente. Una vez fijadas se utilizó el kit comercial 

Alkaline Phosphatase Blue Membrane Substrate Solution, que permite 

la detección colorimétrica de esta actividad enzimática, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 
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9.Ensayos de proliferación celular 

 

9.1. PROLIFERACIÓN A TIEMPOS CORTOS 

Para estudiar la capacidad proliferativa a tiempos cortos sembramos 5 

x 104 MEFs transformados o A549 en pocillos de p6 (Corning). 

Analizaremos la capacidad proliferativa durante los 3 primeros días; 

T1, T2 y T3 por recuento en cámara de Neubauer (Hausser Scientific), 

con triplicados para cada condición y día para evaluar el crecimiento de 

la población celular. 

 

9.2. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN CON EL XCELLIGENCE 

El XCELLigence (Agilent) nos permite determinar una medida a tiempo 

real del crecimiento de nuestra población celular en cultivo. En placas 

de 16 pocillos, específicas del sistema, sembramos 500 células A549 

con la construcción que permite la expresión de los factores de 

reprogramación. De los 16 pocillos sembrados a 8 se les suministró 

doxiciclina a una concentración de 1 µg/mL con el medio de 

fibroblastos y a las otras 8 no. Se realizaron medidas cada 15 minutos 

durante los 5 días de experimento y los datos se analizaron con la 

versión 1.2.1.1002 del software suministrado por la propia casa 

comercial del sistema. 

 

9.3. ENSAYOS DE CLONOGENICIDAD 

Para los ensayos de clonogenicidad sembramos 500 células A549 o 

MEFs transformados que expresan o no los factores de reprogramación, 

en pocillos de p6 (Corning) y con triplicados para cada condición. El 

medio y la doxiciclina, en la condición correspondiente, se renovó cada 

2 días. Tras 14 días de crecimiento se da por concluido el ensayo, 

evaluamos el crecimiento celular y la formación de focos con una 

tinción cristal violeta. 

 

9.3.1. Tinción cristal violeta 

Para la tinción cristal violeta las células se lavaron con PBS y se 

fijaron con paraformaldehido (EMS, Electron Microscopy Sciences) al 

4% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras la fijación 

se lava de nuevo con PBS y se incuba durante 30 minutos a temperatura 
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ambiente con cristal violeta (Sigma-Aldrich) al 0,05% en agua 

destilada. Tras la incubación, las células se lavan con agua destilada y 

se dejan secar durante 24 horas para su cuantificación. La cuantificación 

se puede hacer de dos formas: escaneando con el escáner CanoScan 

LiDE 210 (Canon) la placa y contando el número de focos formados 

con el programa ImageJ, o bien, eluyendo el cristal violeta mediante el 

uso de ácido acético (Sigma-Aldrich) al 20% durante 5 minutos en 

agitación y a temperatura ambiente en cuyo caso la cuantificación se 

hará en un espectrofotómetro para microplacas Epoch2 (BioTek) a 570 

nm. 

 

9.4. ENSAYO DE FORMACIÓN DE COLONIAS EN AGAR BLANDO 

Con el ensayo de formación de colonias en agar blando evaluamos la 

capacidad de las células de crecer en ausencia de anclaje, capacidad 

característica de las células transformadas. Para llevar a cabo el ensayo 

se utilizaron pocillos de p6 en los que se preparó una base sólida de 1  

mL de agar (Thermo Fisher) al 0,8% diluido en medio de fibroblastos 

y se dejó solidificar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Sobre 

la base sólida, se sembraron 2,5 x 103 células A549 en 1 mL de agar 

(Fisher) al 0,35% diluido en medio de fibroblastos. Se añadió medio 

fresco y doxiciclina a una concentración de 1 µg/mL, según la 

condición de expresión o no de los factores, cada 2 días durante los 14 

días que duró el ensayo y la cuantificación se realizó contando el 

número de colonias formadas por campo utilizando un microscopio 

AxioVert.A1 Microscope (Zeiss). 

 

 

 

10. Detección de la actividad SA-beta-Gal 

 
10.1. TINCIÓN HISTOQUÍMICA SA-BETA-GAL 

Para la tinción histoquímica de la actividad SA-beta-Gal las células se 

lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehído (EMS) al 2% y 

glutaraldehído (Fisher) al 0,2% en PBS durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Para eliminar los restos de la fijación se 
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realizaron 3 lavados con PBS y se incubó durante 12-16 horas a 37ºC 

(sin CO2) con la solución de tinción, compuesta por: 40 mM ácido 

cítrico/fosfato sódico pH 6.0, 5 mM K3Fe [CN]6, 5 mMK4Fe [CN]6, 150 

mM NaCl y 2 mM MgCl2, 1 mg/mL de 5-bromo-4-chloro-3- indolyl β-

D-galactoside (X-Gal) (Fisher) disuelto en agua. Tras la incubación con 

la solución de tinción, las células se lavaron con PBS y se fotografiaron 

utilizando un microscopio AxioVert.A1 Microscope (Zeiss). 

 

10.2. GALACTÓN 

Para la detección quimioluminiscente de la actividad SA-beta-Gal se 

utilizó el kit Galacto-Light Plus™ beta-Galactosidase Reporter Gene 

Assay System (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del 

fabricante a excepción del tampón de ácido cítrico/fosfato de sodio que 

se utilizó a pH 6.0, puesto que se adecuaba mejor para la detección de 

esta enzima en las células A549 analizadas. 

Para cada reacción se incubaron 5 μl de proteínas con 70 μl de buffer 

de reacción (dilución 1:100 de Tropix Galacton-Plus en buffer ácido 

cítrico/fosfato sódico 40mM a pH 6.0) en placas de 96 pocillos con 

fondo opaco (Corning) durante 2 horas, en oscuridad y a temperatura 

ambiente. Tras la incubación, se añadieron 100 μl de acelerador 

(TropixAccelerator II) y la señal se midió durante 1 segundo/pocillo 

utilizando un luminómetro Mithras LB 940 (Berthold Technologies). 

Para cada condición se analizaron 10 muestras y los valores de 

luminiscencia obtenidos se normalizaron a la concentración de 

proteínas de cada extracto, previamente cuantificados con el kit DC 

Protein Assay (BIO-RAD) como explicamos en apartados anteriores. 
 

10.3. DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD SA-BETA-GAL POR FACS 

Para la detección de la actividad SA-beta-Gal por citometría de flujo 

utilizamos el kit Cell EventTM Senescence Green Flow Cytometry Assay 

(Fisher, referencia: C10840) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Analizamos 10 x 103 células en cada muestra con el equipo FACScan 

(BD Biosciences). En todas las medidas se incorporó un control sin 

teñir para calibrar la positividad de las células. 
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11. Detección de marcadores de apoptosis  

 
11.1. ANEXINA V POR FACS 

En células normales, la fosfatidilserina se observa en la parte interna de 

la membrana plasmática, la translocación de esta proteína a la cara 

externa de la membrana es indicativa de apoptosis celular. La Anexina 

V se une a la fosfatidilserina y permite su detección, considerándose 

como un marcador de etapas tempranas del proceso de apoptosis. 

Para la detección de fosfatidilserina utilizamos una sonda de 

Anexina V acoplada al fluoróforo FITC (Immunostep). Para ello, las 

células se tripsinizaron, se contaron para ajustar a 1 x 106 células por 

reacción, se lavaron con PBS, se resuspendieron en 1 mL de binding 

buffer (NaCl 10 mM, Hepes/NaOH 10 mM a pH 7,4 y CaCl2 2,5 mM 

diluído en agua destilada) con 5 μl de la sonda y se dejaron incubar 

durante 15 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Tras 

los 15 minutos se añadieron 400 μl de binding buffer y se analizaron 

por citometría en menos de 1 hora para evitar la pérdida de 

fluorescencia acoplada a la sonda. Analizamos 10 x 103 células en cada 

muestra con el equipo FACScan (BD Biosciences). En todas las 

medidas se incorporó un control sin teñir para calibrar adecuadamente 

la positividad de las células. 

 

11.2. CASPASA 3 CORTADA POR FACS 

La caspasa 3 en su forma activa, caspasa 3 cortada, representa uno de 

los principales efectores del proceso de apoptosis, desencadenando 

procesos como la degradación y fragmentación del núcleo o la 

proteólisis generalizada, entre otros. Su detección en la célula es 

indicativa de estados avanzados del proceso de apoptosis. 

Para la detección de este marcador utilizamos el PE active caspase 

3 apoptosis kit (BD Biosciences, referencia: 550914) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Analizamos 10 x 103 células en cada 

muestra con el equipo FACScan (BD Biosciences). En todas las 

medidas se incorporó un control sin teñir para calibrar adecuadamente 

la positividad de las células y un control positivo para el marcador, en 

este caso células A549 tratadas con cisplatino (Sigma-Aldrich) a 10 

mM durante 24 horas. 
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11.3. CASPASA 3 CORTADA POR SONDA FLUORESCENTE 

Para la detección del marcador en las colonias formadas en agar blando 

tras 14 días de crecimiento, utilizamos la sonda comercial cell EventTM 

caspase-3 Green detection reagent (Invitrogen, referencia: C10423) a 

una concentración 2 µM añadida directamente al medio de cultivo, en 

colonias que expresan o no los factores de reprogramación tras 3 días. 

Se realizó un seguimiento y se sacaron fotografías representativas con 

el microscopio AxioVert.A1 Microscope (Zeiss) durante las 24 horas 

siguientes al tratamiento con la sonda. 

 

 

12. Análisis de la composición de ciclo celular 

 

Para analizar en qué proporción de las distintas fases del ciclo celular 

se encontraba nuestro cultivo, realizamos una citometría de flujo 

tiñendo el ADN de las células con yoduro de propidio. Para ello 

tripsinizamos el cultivo celular, contamos para ajustar a 1 x 106 células 

cada reacción, lavamos con PBS frío, fijamos las células con 2 mL de 

metanol (Fisher) frío (-20 ºC) en agitación moderada y gota a gota para 

evitar la formación de agregados y guardamos las células con metanol 

a 4ºC durante 24 horas. Las células se centrifugan, se elimina el 

metanol, se lavan con PBS frío y se incuban con 0,5 mL de RNAse 

(Invitrogen) 2 mg/mL y 0,5 mL de yoduro de propidio (Invitrogen) 1 

mg/mL en agua destilada durante 30 minutos en oscuridad. Finalmente, 

analizamos 10 x 103 células en cada muestra con el equipo FACScan 

(BD Biosciences), obtendremos el perfil de ciclo en base a la cantidad 

de ADN de las células: 2N células en fase G1, entre 2N y 4N células en 

fase G2 y 4N células en fase M. 
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13. Ensayo con factores secretados 

 
13.1. ENSAYOS EN TRANSWELL 

Para el cocultivo se utilizaron transwells con una membrana porosa de 

8 µm (Corning). Se sembraron 5 x 104 células en pocillos de p24 

(Corning), que representan a las células receptoras, en nuestro caso 

serán A549, sobre las que colocaremos el transwell en el que 

sembraremos 4 x 104 células, que representan a las células productoras 

que expresan o no los factores de reprogramación dependiendo de la 

condición. Tras 3 días de cocultivo se tripsinizan y cuentan en cámara 

de Neubauer las células receptoras para ver si el cocultivo con células 

que expresan o no los factores de reprogramación afecta a su capacidad 

proliferativa. 

 

13.2. ENSAYOS CON MEDIOS CONDICIONADOS  

Para el ensayo con medios condicionados, se recogió el medio tras 48 

horas de células A549 que expresan o no los factores de 

reprogramación, se filtró utilizando un filtro de 0,45 µm (Jet Biofil) y 

se trataron las células receptoras, en este caso 5 x 104 A549 sembradas 

en pocillos de p24. Tras 3 días de tratamiento con medios 

condicionados, las células receptoras se tripsinizaron y se contaron 

utilizando una cámara de Neubauer para ver si el tratamiento con 

medios condicionados procedentes de células que expresan o no los 

factores de reprogramación afecta a su capacidad proliferativa. 

 

 

 

15. Análisis histológico 

 
15.1. INCLUSIÓN EN PARAFINA 

Para el análisis histológico de los tejidos, estos fueron fijados por 

inmersión en una solución fijadora de formalina (Panreac AppliChem) 

al 10% en agua destilada durante 24 horas a 4°C. Tras esta fijación, el 

agua de los tejidos se elimina, para ello primero se utilizan 
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concentraciones crecientes de alcohol hasta llegar a 100° utilizando un 

procesador de tejidos Leica ASP6025 y finalmente xilol (Sigma-

Aldrich), puesto que la parafina es hidrófoba y los tejidos están 

formados principalmente por agua. La muestra se sumerge en un molde 

con parafina líquida y se deja solidificar a temperatura ambiente. Los 

bloques de parafina se cortaron en secciones de 5 µm utilizando un 

microtomo de rotación Leica RM225 con 2-3 secciones por portaobjetos 

y al menos 90 portaobjetos por ratón. Para las tinciones realizadas, las 

distintas secciones se desparafinaron y se rehidrataron mediante el 

tratamiento por alcoholes de gradación decreciente hasta llegar a agua. 

 

15.2. HEMATOXILINA-EOSINA (H&E) 

El análisis histológico de los cortes se realizó mediante la tinción H&E, 

tras su rehidratación, las secciones cortadas se tiñeron con hematoxilina 

(Panreac AppliChem) y eosina (Milipore). 

Para la tinción se utilizaron de 8 a 12 sección de cada ratón y se 

escanearon los portaobjetos con el escáner Axio Z1 (Zeiss). Para 

realizar el recuento y clasificación de los tumores se utilizó el software 

HALO V3.0.311.373 (Indica Labs). La relación entre el tumor y el área 

pulmonar se calculó dividiendo el área total de todas las lesiones 

tumorales entre el área pulmonar total. Para la comparación entre 

genotipos, se utilizó el portaobjetos con la relación máxima de 

tumor/tejido pulmonar para cada ratón. 

 

15.3. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE OCT4 Y CASPASA 3 

CORTADA. 

Las tinciones inmunohistoquímicas para Oct4 y caspasa 3 cortada 

fueron realizadas por la unidad de histopatología del CNIO. Para su 

cuantificación se analizaron las regiones tumorales de cada ratón con 

tamaños comprendidos entre 10.000 y 30.000 células totales y mediante 

el uso del software HALO (V3.0.311.373, Indica Labs). 
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16. Microscopía 

 

Para la visualización rutinaria de las células y el recuento en cámara de 

Neubauer se utilizó el microscopio óptico Primo Vert Microscope 

(Zeiss). Para la adquisición de fotografías de campo claro y 

fluorescencia, se utilizó el microscopio Axio Vert.A1 Microscope 

(Zeiss) y el software Zen Blue Edition (Zeiss) para el procesado de las 

imágenes. 

 

 

 

17. Análisis estadístico 

 

La significación estadística de los datos obtenidos se analizó mediante 

la prueba t de student de dos colas: *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 

0.05; nada, no significativo. Esta prueba nos permite comprobar si las 

medias de dos poblaciones que siguen una distribución normal son 

iguales. En nuestro caso siempre comparamos si dos poblaciones, 

expresión o no de los factores de reprogramación, son 

significativamente distintas con respecto a una única variable. 

  



 

 

 



 

 

RESULTADOS  



 

 



Resultados 

81 
 

1. Efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación en células transformadas 

 
Durante el proceso de reprogramación celular las células sufren 

diversos cambios epigéneticos que afectan a la expresión génica, 

modificando así la identidad celular. En los últimos años se han 

producido grandes avances en este campo gracias al desarrollo de una 

estrategia de reprogramación basada en el uso de una serie de factores 

definidos, los factores de reprogramación (Takahashi & Yamanaka, 

2006), aumentando notablemente los tipos celulares que se han podido 

reprogramar con éxito. Sin embargo, la reprogramación de células 

tumorales, pese a que comparten diversas características con las iPSCs 

resultantes del proceso de reprogramación, sigue siendo un proceso 

poco eficiente y las iPSCs obtenidas presentan una serie de limitaciones 

(Kim, 2020). En la misma línea, estudios previos realizados en nuestro 

laboratorio han demostrado la dificultad de reprogramar células 

tumorales. Además, durante el proceso de reprogramación observamos 

cómo las células se veían afectadas negativamente. Por este motivo nos 

planteamos estudiar cuál es el efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación en células transformadas. 

 

1.1. REPROGRAMACIÓN CELULAR DE CÉLULAS TRANSFORMADAS 

Pese a los grandes avances que se han producido en los últimos años en 

el campo de la reprogramación celular, hasta la fecha la reprogramación 

de células transformadas continúa siendo un proceso ineficiente y poco 

estudiado. 

Por este motivo, en primer, lugar intentamos reprogramar 

diferentes tipos celulares transformados. Para llevar a cabo la 

reprogramación utilizamos el vector lentiviral Tet-O-FUW-OSKM, que 

porta los factores de reprogramación (Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc), 

coinfectado con el vector lentiviral FUW-M2rtTA, de modo que en 

presencia de doxiciclina (análogo de la tetraciclina) se produce la 

expresión de los factores de reprogramación. Tras 14 días de cultivo en 

condiciones de reprogramación se analizó la presencia de colonias de 

células madre con pluripotencia inducida (iPSCs, induced pluripotent 
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stem cells) positivas para la tinción fostasa alcalina (AP, alkaline 

phosphatase). Solo se observaron colonias de iPSCs positivas para la 

tinción AP en el control de reprogramación constituido por MEFs wild 

type (wt) pero no en ninguna de las células transformadas utilizadas, en 

las que solo se observa, en alguna condición, rastros de tinción 

inespecífica, pero en ningún caso colonias de reprogramación bien 

definidas. (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Reprogramación celular de células transformadas. Tinción fosfatasa 
alcalina que tiñe colonias de reprogramación e imágenes de microscopía óptica en 
las que se muestran las colonias de reprogramación obtenidas. 

 

1.2. CÉLULAS DE RATÓN 

Además de la imposibilidad de reprogramación de las células 

transformadas observamos cómo estas se veían afectadas durante el 

proceso de reprogramación por la expresión de los factores al disminuir 

su viabilidad. Por este motivo decidimos analizar el efecto de la 



Resultados 

83 
 

expresión de los factores en las células transformadas, iniciando los 

ensayos en células de ratón. 

 

1.2.1. Sistema de transformación celular en MEFs 

Con el objetivo de obtener una estrategia de transformación celular 

controlada y un cultivo celular homogéneo utilizamos MEFs p53-null, 

caracterizados por ser deficientes para la proteína p53. Sobre estos 

fibroblastos introducimos el vector lentiviral pInducer20-HrasV12 que 

en presencia de doxiciclina permite la expresión del mutante 

oncogénico Hrasv12, caracterizado por presentar una glicina (G) en 

lugar de una valina (V) en la posición 12, lo que produce que se 

mantenga activo de forma permanente sin posibilidad de ser 

desactivado (Cox & Der, 2010) y permitiendo así la transformación de 

estos MEFs deficientes para p53. Sobre estas células se introdujo el 

vector lentiviral Tet-O-FUW-OSKM que permite la expresión de los 

factores de reprogramación o el vector lentiviral FUGW que expresa 

GFP (Green Fluorescence Protein) como control que no afecta a la 

viabilidad celular (Figura 2A). 

Analizamos por Western blot cómo los MEFs p53-null no expresan 

p53 ni siquiera cuando son tratados con un inductor de daño al ADN 

como la doxorrubicina (que produce un aumento en la expresión de esta 

proteína), mientras que en el control constituido por MEFs  wt si 

observamos este aumento. Además, observamos un aumento en la 

expresión de Hras en nuestras células cuando las comparamos con el 

control de MEFs wt (Figura 2B). Para testar su estado transformado, 

estas células se inyectaron subcutáneamente en ratones 

inmunodeprimidos NMRI-Foxn1 nu/nu (‘‘nude’’) observando cómo 

presentaban la capacidad de desarrollar tumores (Figura 2C). 
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Figura 2. Sistema de transformación celular en MEFs p53 null. (A) Representación 
esquemática del sistema de transformación celular empleado. (B) Western blot para 
p53 y Hras en MEFs p53 null transformados o no y tratados o no con doxorrubicina. 
Como control de carga utilizamos Actina. (C) Ensayo de formación de tumores por 
inyección subcutánea con MEFs p53 null transformados, en ratones 
inmunodeprimidos. Se indican con flechas los tumores formados en el ratón.  

 

1.2.2. Efecto de la expresión de los factores sobre la capacidad 

proliferativa en MEFs transformados 

Una vez testado el estado transformado de estas células, 

analizamos la capacidad proliferativa de aquellas que expresan los 

factores de reprogramación y la comparamos con la condición control; 

las mismas células, pero expresando GFP que no afecta a su capacidad 

proliferativa. 

Tras tres días de crecimiento en placa observamos una reducción 

significativa de la capacidad proliferativa en las células que expresan 

los factores de reprogramación comparadas con el control (Figura 3A). 
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Estas diferencias se observan también a más largo plazo en los ensayos 

de clonogenicidad, en los cuales tras catorce días de crecimiento se 

realizó una tinción cristal violeta para determinar el crecimiento celular 

y se observó una bajada en la capacidad proliferativa en las células que 

expresan los factores con respecto al control (Figura 3B). 

 

 
Figura 3. Efecto de los factores de reprogramación sobre la capacidad 
proliferativa en MEFs p53 null transformados. (A) Recuento de la capacidad 
proliferativa en MEFs p53 null transformados que expresan los factores de 
reprogramación (OSKM) y en el control (GFP) a tiempos cortos. (B) Ensayo de 
expansión clonal en MEFs p53 null transformados que expresan los factores de 
reprogramación (OSKM) y en el control (GFP). Placa de la tinción cristal violeta 
(izquierda) y cuantificación de la tinción (derecha). La significación estadística se 
calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  

 

1.3. CÉLULAS HUMANAS  

Teniendo en cuenta los resultados observados en las células de ratón, 

decidimos estudiar el efecto de los factores de reprogramación en una 

línea celular tumoral estándar. Elegimos la línea de carcinoma de 
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pulmón humana A549 por su extendido uso en multitud de ensayos de 

transformación celular. 

 

1.3.1. Efecto de la expresión combinada de los factores de 

reprogramación sobre la capacidad proliferativa 

Para estudiar el efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación en A549 introducimos el vector lentiviral Tet-O-FUW-

OSKM coinfectado con el FUW-M2rtTA. Este sistema nos permite 

apagar o encender la expresión de los factores de reprogramación en 

base a la presencia o no de doxiciclina en el medio de cultivo (Figura 

4A). Para estudiar la funcionalidad del sistema empleado analizamos 

por qRT-PCR los niveles de expresión total del factor de 

reprogramación Klf4, observando un gran aumento cuando añadimos 

doxiciclina al medio de cultivo (Figura 4B). 

Una vez validado el sistema, estudiamos el efecto de la expresión 

de los factores de reprogramación sobre la capacidad proliferativa. 

Observamos cómo la expresión de los factores de reprogramación 

reduce la capacidad proliferativa en A549. En primer lugar, analizamos 

la capacidad proliferativa a tiempos cortos, observando una reducción 

en la capacidad proliferativa dentro de los tres primeros días en las 

células que expresan los factores de reprogramación (doxi +) 

comparado con aquellas que no los expresan y que representan nuestro 

control (doxi -). También observamos cómo entre el control constituido 

por las células que portan la construcción pero que no expresan los 

factores y el control de células A549 infectadas con un plásmido que 

expresa GFP no existen diferencias. Esto indica que el nivel basal de 

expresión de la construcción utilizada es marginal y no afecta a las 

A549, por lo que puede ser utilizado adecuadamente como control en 

próximos experimentos (Figura 4C). Además, evaluamos la capacidad 

proliferativa utilizando el xCELLigence, un sistema que determina el 

número de células en base la superficie de la placa ocupada por las 

mismas y observamos una reducción en la proliferación dentro de los 

cinco primeros días en las células que expresan los factores de 

reprogramación comparado con el control de células que no expresan 

los factores (Figura 4D) 
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Figura 4. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre la 
capacidad proliferativa a tiempos cortos en células A549. (A) Representación 
esquemática del sistema empleado en los ensayos. (B) qRT-PCR cuantitativa para 
comprobar la expresión de uno de los factores de reprogramación celular (Klf4). (C) 
Análisis de la capacidad proliferativa por recuento con cámara de Neubauer en 
células A549 que expresan (Doxi +) o no (Doxi -) los factores de reprogramación o 
que expresan GFP. (D) Análisis de la capacidad proliferativa por recuento con el 
xCELLigence en células A549 que expresan (Doxi +) o no (Doxi -) los factores de 
reprogramación. La significación estadística se calculó utilizando la prueba t de 
student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
 

También analizamos el efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación sobre la capacidad proliferativa a tiempos más largos. 

Por un lado, realizamos ensayos de clonogenicidad. Tras catorce días 

realizamos una tinción cristal violeta y observamos una disminución en 

la capacidad proliferativa en las células que expresan los factores 

(Figura 5A). Por otro, realizamos un ensayo de formación de colonias 

en agar blando. Esta técnica permite evaluar la capacidad de las células 

para crecer en ausencia de anclaje formando colonias tridimensionales, 



PABLO PEDROSA LADO 

88 
 

siendo esta una de las características generales de las células 

transformadas. Observamos una reducción en la capacidad de formar 

colonias en las A549 que expresan los factores de reprogramación 

comparado con el control (Figura 5B) 

 

 
Figura 5. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre la 
capacidad proliferativa a tiempos largos en células A549. (A) Ensayo de expansión 
clonal en células A549 que expresan los factores de reprogramación (Doxi +) o no 
(Doxi -). Placa de la tinción cristal violeta (izquierda) y cuantificación de la tinción 
(derecha).  (B) Ensayo de formación de colonias en agar blando sobre células que 
expresan (Doxi +) o no (Doxi -) los factores de reprogramación. Imágenes 
representativas con microscopía óptica (izquierda) y cuantificación del número de 
colonias por campo (derecha). La significación estadística se calculó utilizando la 
prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
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1.3.2. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación 

sobre colonias celulares ya establecidas 

Hasta ahora los experimentos realizados se centraban en analizar 

cómo la expresión de los factores afectaba a la capacidad proliferativa 

de las A549. En este punto decidimos analizar si la expresión de los 

factores puede afectar a estructuras celulares tridimensiones ya 

formadas. 

 
Figura 6. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre colonias 
ya formadas de A549. (A) Fotografía de la placa que se utilizó para el ensayo de 
formación de colonias en agar blando (izquierda) y cuantificación (derecha). (B) 
Imágenes representativas al microscopio óptico de las colonias de A549 tras la 
expresión (Doxi +) o no (Doxi -) de los factores de reprogramación. (C) Imágenes al 
microscopio de fluorescencia con el reporter de caspasa 3 cortada en colonias de 
células que expresan (Doxi +) o no (Doxi -) los factores de reprogramación. La 
significación estadística se calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** 
P <0,01; * P <0,05.  
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Sobre colonias de A549 formadas en agar blando indujimos o no la 

expresión de los factores de reprogramación. Tras siete días 

observamos una disminución en el número de colonias comparado con 

el control (Figura 6A). También observamos cómo la expresión de los 

factores afecta a la estructura y morfología normal de las colonias; 

estructuras redondeadas, compactas y bien definidas que se convierten 

en difusas e inconsistentes (Figura 6B). Además, detectamos la 

presencia de caspasa 3 cortada, una proteína que participa en el proceso 

de apoptosis celular, en las colonias de células que expresan los factores 

de reprogramación, pero no en el control (Figura 6C).  

Esto resultados indican que la expresión de los factores de 

reprogramación en A549 no solo afecta a su capacidad proliferativa, si 

no que también es capaz de producir la destrucción de estructuras 

celulares ya formadas. 

 

1.3.3. Mecanismos moleculares activados por la expresión de 

los factores de reprogramación en células A549 

Una vez que hemos determinado el efecto negativo de la expresión 

de los factores de reprogramación, es importante determinar los 

mecanismos moleculares activados responsables del efecto que vemos 

en las células A549 que expresan los factores de reprogramación. Para 

ello analizaremos marcadores moleculares de los principales procesos 

biológicos implicados en la viabilidad celular; marcadores de apoptosis 

celular, marcadores senescencia celular, marcadores de daño al ADN y 

relacionados con los anteriores, también analizaremos el perfil de ciclo 

celular. En todos los casos, salvo que se indique lo contrario, las 

medidas se realizarán tras tres días de expresión de los factores de 

reprogramación. 

 

1.3.3.1. Marcadores de apoptosis celular 

Para evaluar la presencia de células apoptóticas en el cultivo 

utilizamos dos marcadores característicos de muerte celular 

programada. Por un lado, analizamos la presencia de Anexina V en la 

membrana plasmática por citometría de flujo. Esta proteína se une a 

residuos de fosfatidilserina, cuya presencia en la parte externa de la 

membrana se relaciona con apoptosis celular. Observamos un aumento 
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en los niveles de Anexina V en las células que expresan los factores de 

reprogramación (Figura 7A). 

Por otro, analizamos los niveles de caspasa 3 cortada mediante 

citometría de flujo, la forma activa de una de las caspasas efectoras que 

media en el proceso de apoptosis celular. Observamos un aumento en 

lo niveles de esta proteína en las células que expresan los factores de 

reprogramación (Figura 7B). 

 
Figura 7. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre 
marcadores de muerte celular en células A549. (A) Análisis por citometría de flujo 
de los niveles de Anexina V (izquierda) y cuantificación (derecha). (B) Análisis por 
citometría de flujo de los niveles de caspasa 3 cortada (izquierda) y cuantificación 
(derecha). La significación estadística se calculó utilizando la prueba t de student, 
*** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
 

Estos resultados parecen indicar un aumento en el número de 

células apoptóticas en la condición de expresión de los factores 

comparado con el control. 

 

1.3.3.1.1. Tratamiento con inhibidores de apoptosis 

celular en células A549 que expresan los factores de reprogramación 

Como observamos un aumento en la expresión de 

marcadores de apoptosis en las células que expresan los factores de 

reprogramación estudiamos si la inhibición de este proceso podría 

prevenir el efecto producido por los factores de reprogramación sobre 

las A549. 
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Figura 8. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre A549 
tratadas con inhibidor de caspasas. (A) Representación esquemática del sistema 
empleado en los ensayos con el inhibidor de caspasas Z-VAD (Ome)-FMK. (B) Medida 
por citometría de flujo de los niveles de caspasa 3 cortada. (C) Análisis de la 
capacidad proliferativa por recuento con cámara de Neubauer en células A549 
control y células A549 que expresan los factores de reprogramación tratadas o no 
con el inhibidor de caspasas. (D) Ensayo de expansión clonal. Placa de la tinción 
cristal violeta (izquierda) y cuantificación de la tinción (derecha). 
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Para ello tratamos las células A549 que expresan los factores de 

reprogramación con un inhibidor global de caspasas (Z-VAD, que 

bloquea el proceso de apoptosis al inhibir la actividad de estas 

proteínas) o con el vehículo DMSO (Figura 8A). En primer lugar, 

confirmamos el funcionamiento de este inhibidor al observar una bajada 

en los niveles de caspasa 3 cortada en las células que expresan los 

factores de reprogramación y que han sido tratadas con el inhibidor 

comparado con los observados en las mismas células tratadas con 

DMSO (Figura 8B). También analizamos la capacidad proliferativa de 

estas células observando una recuperación en las células tratadas con el 

inhibidor en comparación con las tratadas con el vehículo, tanto a 

tiempos cortos (Figura 8C) como a tiempos más largos en ensayos de 

clonogenicidad (Figura 8D).   

Los resultados observados indican que la inhibición de la apoptosis 

en las células que expresan los factores de reprogramación revierte 

parcialmente el efecto de estos, puesto que las células no llegan a 

alcanzar los valores normales de proliferación, esto puede indicar que 

el proceso de apoptosis puede tener un papel importante en la respuesta 

a los factores pero que no es el único proceso que media en la respuesta 

a la expresión de estos. 

 

1.3.3.2. Marcadores de senescencia celular 

Para evaluar si la expresión de los factores de reprogramación 

promueve la entrada en senescencia en A549 analizamos diferentes 

marcadores asociados a este proceso. 

En primer lugar, evaluamos la morfología celular observando un 

aumento en el número de células con la morfología típica de célula 

senescente; citoplasma grande, plano y multivesicular (Hayflick, 1965) 

en la condición de expresión de los factores comparado con el control 

(Figura 9 A). 

Otra de las características que presentan las células senescentes es 

un gran aumento en la actividad de la enzima beta-galactosidasa. Para 

la detección de esta enzima utilizamos dos estrategias: mediante el uso 

de galactón, un sustrato quimioluminiscente (Bassaneze et al., 2008), y 

mediante el uso de un kit de detección por citometría de flujo. En ambos 

casos observamos un aumento para este marcador asociado a 
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senescencia en las células que expresan los factores de reprogramación 

comparados con el control (Figura 9B) y (Figura 9C).  

Finalmente analizamos por qRT-PCR los niveles de expresión de 

los genes IL6, CXCL1 y CDKN1A, que se ven aumentados en células 

senescentes. Observamos un aumento en la expresión de estos genes en 

células que expresan los factores de reprogramación con respecto al 

control (Figura 9D). 

 

Figura 9. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre 
marcadores de senescencia celular en células A549. (A) Imágenes representativas 

con microscopía óptica de A549 que expresan (Doxi +) o no (Doxi-) los factores de 
reprogramación. (B) Medida de la actividad Beta-galactosidasa por Galactón 
relativizado al número de células. (C) Medida de la actividad Beta-galactosidasa por 
citometría de flujo (Cuantificación). (D) Niveles de expresión por qRT-PCR de los 
niveles de ARNm de: IL6, CXCL1 y CDKN1A. La significación estadística se calculó 
utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
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Todos los marcadores analizados indican que la expresión de los 

factores de reprogramación aumenta la proporción de células 

senescentes en comparación con el control que no expresa los factores 

de reprogramación. 

 

1.3.3.3. Marcadores de daño al ADN 

Otro aspecto importante es determinar la presencia de daño en 

el ADN, puesto que es indicativo del nivel de inestabilidad genética que 

presenta nuestro cultivo celular y determina que las células dejen de 

proliferar con normalidad pudiendo entrar en senescencia o apoptosis 

celular. 

Para evaluar el daño en el ADN analizamos por Western blot los 

niveles de la forma fosforilada de la histona H2AX (fosfo-γH2AX), 

considerada un marcador de roturas en la doble hélice. Observamos un 

aumento en este marcador en las células que expresan los factores de 

reprogramación con respecto al control, así como un aumento en la 

expresión de los factores de reprogramación Klf4 y Oct4 que confirman 

el correcto funcionamiento del sistema de expresión de los factores 

(Figura 10). 

 
Figura 10. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre 
marcadores de daño en el ADN en células A549. Análisis por Western blot de los 
niveles de proteína para el marcador indicativo de roturas en la doble hebra fosfo-
histona-γH2AX (P-γH2AX) y para los factores de reprogramación Klf4 y Oct4. Como 

control de carga utilizamos Actina. 
 

 



PABLO PEDROSA LADO 

96 
 

1.3.3.4. Perfil de ciclo celular 

Finalmente decidimos analizar el perfil de ciclo celular para 

observar cómo la expresión de los factores de reprogramación afecta al 

mismo. Para ello utilizamos yoduro de propidio que nos permite 

determinar el contenido de ADN de las células por citometría de flujo 

y clasificarlas en la fase del ciclo en la que encuentran; 2N fase G1, 

entre 2N y 4N fase S y 4N fase G2/M. Observamos una acumulación 

de células en las fases S y G2/M en las células que expresan los factores 

de reprogramación comparadas con el control (Figura 11A). Esta 

acumulación se correlaciona con un aumento observado por Western 

blot en la forma fosforilada e inactiva de la proteína RB (cuando está 

activa bloquea el avance en el ciclo de la fase G1 a la fase S) y por una 

bajada en la ciclina E (proteína que alcanza su pico de expresión en la 

fase G1 del ciclo celular) en las células que expresan los factores de 

reprogramación (Figura 11B). 

 
Figura 11. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación sobre el perfil 
de ciclo celular en células A549. (A) Perfil de ciclo por citometría de flujo utilizando 
yoduro de propidio (paneles superiores) y cuantificación (panel inferior). (B) Análisis 
por Western blot de los niveles de proteínas para P-RB, RB total y Ciclina E. Como 
control de carga utilizamos Actina. La significación estadística se calculó utilizando 
la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05. 



Resultados 

97 
 

A lo largo de las diferentes fases del ciclo celular existen puntos de 

control en los que se revisa que el ADN de la célula esté en las 

condiciones adecuadas para progresar en el ciclo y dividirse. En caso 

de que se detecte daño o algún tipo de problema en el ADN estos puntos 

de control detienen el avance de la célula en el ciclo impidiendo su 

división y produciendo la entrada en senescencia o apoptosis. Por tanto, 

la acumulación de células que expresan los factores de reprogramación 

en las fases S y G2/M podría ser una consecuencia del aumento de la 

inestabilidad genética que ocasiona el arresto de estas en alguno de los 

puntos de control del ciclo, dificultando que avancen y completen el 

ciclo. 

 

1.3.4. Efecto de los factores solubles secretados por células 

A549 que expresan los factores de reprogramación 

Un aspecto importante es determinar si el efecto producido por los 

factores de reprogramación sobre las A549 es debido a procesos 

intrínsecos, es decir, que afectan a la propia célula que expresa los 

factores de reprogramación o si está mediado por factores solubles, es 

decir, si la célula que expresa los factores de reprogramación libera 

compuestos que afectan a células vecinas. 

Para ello tratamos células A549 receptoras con medios 

condicionados procedentes de células A549 productoras que expresan 

o no los factores de reprogramación. Tras tres días de tratamiento 

hicimos un recuento para evaluar cómo habían proliferado ambos 

grupos de A549 receptoras y no observamos diferencias (Figura 12A). 

También realizamos ensayos de cocultivo en transwell. En este caso las 

células receptoras se siembran en el fondo de la placa y encima de estas 

se sitúa el transwell sobre el que se siembran las células productoras 

que expresan o no los factores de reprogramación. Tras tres días 

evaluamos la proliferación de ambos grupos de A549 receptoras y no 

observamos diferencias (Figura 12B) 

Estos resultados indican que el efecto observado por los factores de 

reprogramación sobre células A549 es debido a procesos intrínsecos 

que afectan a la propia célula que expresa los factores y que no está 

mediado por factores solubles secretados por las mismas. 
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Figura 12. Efecto de los factores solubles producidos por células A549 que 
expresan los factores de reprogramación. (A) Representación esquemática del 
sistema empleado en los ensayos con medios condicionados (izquierda) y 
cuantificación de la capacidad proliferativa de las células receptoras tras 3 días 
(derecha). (B) Representación esquemática del sistema empleado en los ensayos de 
cocultivo en transwell (izquierda) y cuantificación de la capacidad proliferativa de 
las células receptoras tras 3 días (derecha). 
 

1.3.5. Efecto de la inhibición de p21 en células A549 que 

expresan conjuntamente los factores de reprogramación 

La principal vía activada como respuesta a cualquier estrés celular 

que produzca daño en el ADN es la de p53. Esta activación tiene como 

consecuencia la parada reversible en el ciclo celular, si el daño es capaz 

de corregirse, la entrada en senescencia o la apoptosis (Kastenhuber & 

Lowe, 2017). Como la principal diana de p53 es el gen CDKN1A que 

codifica la proteína p21 y además hemos observado un aumento en su 

expresión en la condición de expresión de los factores de 

reprogramación y se ha descrito que factores de reprogramación como 
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Klf4 activan la expresión de p21 en contextos de carcinoma ductal 

pancreático (Rowland et al., 2005) y cáncer colorrectal (Zhao et al., 

2004), decidimos estudiar si el efecto observado por la expresión de los 

factores de reprogramación sobre las células A549 está mediado por 

p21. 

 
Figura 13. Sistema de inhibición de p21 en células A549 que expresan los factores 
de reprogramación. (A) Representación esquemática del sistema empleado en los 

ensayos. (B) Niveles de expresión por qRT-PCR de los niveles de ARNm de SOX2. (C) 
Análisis por Western blot de los niveles de proteínas para p21 (panel superior) y 
cuantificación (panel inferior). Como control de carga utilizamos Tubulina. (D) 
Niveles de expresión por qRT-PCR del ARNm de CDKN1A. La significación estadística 
se calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
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1.3.5.1. Sistema de inhibición de p21 en A549 

Para estudiar el efecto de la bajada en los niveles de expresión 

de p21 en el contexto de expresión de los factores de reprogramación 

introdujimos en las células A549 el vector lentiviral LT3GEPIR-shp21 

que codifica para un shp21 (short hairpin RNA contra p21) y que es 

inducible por doxiciclina, de modo que en presencia de doxiciclina la 

expresión de p21 estará disminuida (Figura 13A). 

En primer lugar, comprobamos que la introducción de este vector 

no afectase a la expresión de los factores de reprogramación. Para ello 

analizamos por qRT-PCR la expresión del factor de reprogramación 

Sox2 observando que no existen diferencias entre las células que portan 

o no el shp21 (Figura 13B). También analizamos por Western blot 

(Figura 13C) y por qRT-PCR (Figura 13D) los niveles de expresión 

de p21 y del gen que codifica para este respectivamente, observando 

que el aumento de p21 producido por la expresión de los factores de 

reprogramación es revertido casi en su totalidad por la expresión del 

shp21. Por lo tanto, este sistema es funcional para bloquear la expresión 

de p21 en células A549. El siguiente paso es el de analizar si la 

inhibición de p21 revierte los efectos producidos por la expresión de los 

factores de reprogramación en A549. 

 

1.3.5.2. Efecto sobre la capacidad proliferativa 

Para evaluar cómo la bajada en los niveles de expresión de p21 

afecta a la capacidad proliferativa en el contexto de expresión de los 

factores de reprogramación realizamos un ensayo de clonogenicidad 

durante catorce días y observamos como las células que expresan el 

shp21 recuperan parcialmente la capacidad proliferativa perdida por la 

expresión de los factores de reprogramación, aunque esta recuperación 

no es total puesto que todavía es inferior a la observada en las células 

que no expresan los factores de reprogramación (Figura 14) 
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Figura 14. Efecto de la inhibición de p21 sobre la capacidad proliferativa en 
células A549 que expresan los factores de reprogramación. Ensayo de expansión 
clonal. Placa de la tinción cristal violeta (izquierda) y cuantificación de la tinción 
(derecha). La significación estadística se calculó utilizando la prueba t de student, 
*** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05. 
  

1.3.5.3.  Marcadores de apoptosis celular 

Finalmente, comprobamos cómo la bajada en los niveles 

expresión de p21 afecta a los marcadores de apoptosis en el contexto de 

expresión de los factores de reprogramación. Analizamos por 

citometría de flujo el porcentaje de células positivas para Anexina V y 

observamos cómo la bajada en los niveles de expresión de p21 reduce 

a niveles similares a los del control el porcentaje de células positivas 

para este marcador (Figura 15). 

 
Figura 15. Efecto de la inhibición de p21 sobre marcadores de muerte celular en 
células A549 que expresan los factores de reprogramación. Medida de Anexina V 
por citometría de flujo (izquierda) y cuantificación (derecha). La significación 
estadística se calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P 
<0,05. 
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Estos resultados parecen indicar que la inhibición de p21 revierte 

en buena parte el efecto que la expresión de los factores de 

reprogramación produce en las células A549, aunque esta reversión no 

es completa puesto que en ningún caso se alcanzan los mismos valores 

para los marcadores analizados que en la condición control que no 

expresa los factores.  

 

 
Figura 16. Efecto de la inhibición de p21 sobre marcadores de senescencia en 
células A549 que expresan los factores de reprogramación. (A) Medida de la 
actividad Beta-galactosidasa por citometría de flujo (izquierda) y cuantificación 
(derecha). (B) Niveles de expresión por qRT-PCR del ARNm de IL6 y CXCL1. La 
significación estadística se calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** 
P <0,01; * P <0,05. 
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1.3.5.4. Marcadores de senescencia celular 

Para evaluar cómo la bajada en los niveles de expresión de p21 

afecta a los marcadores de senescencia en el contexto de expresión de 

los factores de reprogramación analizamos la actividad de la enzima 

beta-galactosidasa por citometría de flujo y observamos cómo el 

porcentaje de células positivas, que se ve aumentado por la expresión 

de los factores de reprogramación, disminuye en la condición que 

expresa el shp21 hasta valores próximos a los del control (Figura 16A). 

Además, analizamos la expresión por qRT-PCR de los genes IL6 y 

CXCL1 y observamos cómo la inhibición de p21 restaura sus niveles a 

valores similares a los del control (Figura 16B). 

 

1.3.6. Efecto de la expresión individual de los factores de 

reprogramación sobre A549 utilizando vectores retrovirales 

Hasta ahora hemos estudiado el efecto de la expresión combinada 

de los factores de reprogramación en células A549. Para evaluar el 

efecto individual de cada uno de los factores de reprogramación 

introdujimos en células A549 vectores retrovirales que expresan 

individualmente los factores de reprogramación (pMXs- Oct3/4, Sox2, 

Klf4 y c-Myc). Como control positivo del efecto de los factores 

utilizamos el vector lentiviral policistrónico utilizado en experimentos 

anteriores, como control negativo utilizamos un plásmido que expresa 

GFP (pBP-IRES-EGFP) y no afecta a las A549 y además incluimos la 

combinación de los vectores retrovirales (Figura 17A). 

Analizamos cómo la expresión individual de los factores de 

reprogramación afecta a la capacidad proliferativa a tiempos cortos en 

A549 y tras tres días de expresión observamos tres grupos 

diferenciados: en primer lugar, tenemos el grupo de factores formado 

por Sox2 y Myc que no afecta a la capacidad proliferativa con respecto 

al control de GFP. En segundo, tenemos el grupo formado por Klf4, 

Oct4 y la combinación de los vectores retrovirales OSKM, que reduce 

parcialmente la capacidad proliferativa con respecto al control que 

expresa GFP, pero no llega a los valores de nuestro control positivo. 

Finalmente, tenemos el grupo formado por el vector policistrónico 

lentiviral que presenta el efecto más fuerte sobre la disminución de la 

capacidad proliferativa (Figura 17B). 
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También analizamos la capacidad proliferativa a tiempos largos 

realizando ensayos de clonogenicidad y los resultados observados son 

similares a los obtenidos a tiempos cortos (Figura 17C). 

 

 
 

Figura 17. Efecto de la expresión de diferentes combinaciones de factores de 
reprogramación utilizando vectores retrovirales en A549. (A) Representación 
esquemática del sistema empleado en los ensayos. (B) Análisis de la capacidad 
proliferativa por recuento con cámara de Neubauer en células A549 que expresan 
diferentes combinaciones de los factores de reprogramación. (C) Ensayo de 
expansión clonal. Placas de la tinción cristal violeta (izquierda) y cuantificación de 
la tinción (derecha). La significación estadística se calculó utilizando la prueba t de 
student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
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1.3.7. Efecto dosis-dependiente de la expresión de los factores 

de reprogramación en células A549 

Las diferencias observadas en la capacidad proliferativa entre la 

combinación retroviral de OSKM y el vector lentiviral policistrónico 

nos llevó a pensar que quizás esta diferencia sea debida al nivel de 

expresión de los factores de reprogramación que los vectores utilizados 

son capaces de conseguir. 

 
Figura 18. Efecto de la expresión de diferentes niveles de los factores de 
reprogramación en A549. (A) Representación esquemática del sistema empleado en 
los ensayos. (B) Análisis de la capacidad proliferativa por recuento con cámara de 
Neubauer en células A549 que expresan en diferentes cantidades los factores de 
reprogramación. (C) Análisis por Western blot de los niveles de proteína para KLF4 y 
OCT4. Como control de carga utilizamos Tubulina.  
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Para analizar si la respuesta de las A549 a los factores de 

reprogramación es dosis-dependiente utilizamos el vector lentiviral 

policistrónico y añadimos diferentes cantidades de doxiciclina al medio 

de cultivo para regular los niveles de expresión de los factores, por lo 

que esperamos que a dosis crecientes de doxiciclina la expresión sea 

mayor hasta que se alcance el nivel máximo que el vector es capaz 

producir (Figura 18A). 

Analizamos a tiempos cortos y utilizando diferentes 

concentraciones de doxiciclina la capacidad de proliferación de las 

células y observamos cómo a dosis crecientes el efecto sobre la 

capacidad proliferativa es mayor (Figura 18B). También analizamos 

que la doxiciclina no afectase a la capacidad proliferativa en A549 a 

esas concentraciones. Además, analizamos por Western blot los niveles 

de proteína de Klf4 y Oct4 y observamos cómo a dosis mayores de 

doxiciclina el nivel de estas proteínas es mayor. Como control positivo 

de células que expresan estas proteínas en el Western blot incluimos 

extractos de células madre embrionarias (ESC, Embryonic Stem Cells) 

(Figura 18C). 

 

1.3.8. Efecto de la expresión individual de los factores de 

reprogramación sobre A549 utilizando vectores lentivirales 

Una vez determinado que el efecto de los factores de 

reprogramación es dosis-dependiente, decidimos buscar un sistema de 

expresión individual de los factores que nos asegure unos niveles de 

expresión de los factores de reprogramación similares a los obtenidos 

con el vector policistrónico lentiviral. Para ello utilizamos los vectores 

lentivirales TetO-FUW-Oct4, -Sox2, -Klf4 y -c-Myc coinfectados con 

el vector lentiviral FUW-M2rtTA, lo que en presencia de doxicilina 

permite la expresión de la construcción (Figura 19A). Analizamos los 

niveles de expresión de cada uno de los factores de reprogramación por 

qRT-PCR y los comparamos con los obtenidos con el vector 

policistrónico lentiviral utilizado en los experimentos previos; 

observamos cómo con este sistema de expresión individual se alcanzan 

niveles similares a nuestro control positivo (Figura 19B). 

Una vez validada la funcionalidad del sistema decidimos analizar, 

como hicimos anteriormente, marcadores moleculares de los 
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principales procesos biológicos implicados en la viabilidad celular con 

el objetivo de identificar la contribución individual de cada uno de los 

factores a estos procesos. En todos los casos, salvo que se indique lo 

contrario, las medidas se realizarán tras tres días de expresión de los 

factores de reprogramación. Como control positivo utilizaremos las 

células que expresan conjuntamente los factores de reprogramación y 

como control negativo las células que portan la construcción con los 

factores pero que no ha sido activada y por lo tanto no expresan los 

factores de reprogramación. 

 

 
Figura 19. Sistema de expresión individual de los factores de reprogramación 
utilizando vectores lentivirales en A549. (A) Representación esquemática del 
sistema empleado en los ensayos. (B) Niveles de expresión por qRT-PCR de los niveles 
de ARNm de: OCT4, SOX2, KLF4 y MYC. 
 

1.3.8.1. Efecto sobre la capacidad proliferativa 

En primer lugar, evaluamos el efecto de la expresión 

individual de los factores de reprogramación sobre la capacidad 

proliferativa. A tiempos cortos observamos dos grupos claramente 

diferenciados; por un lado, el grupo formado por las células que 

expresan individualmente los factores de reprogramación Sox2 y c-Myc 
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además de nuestro control negativo, que no afectan a la capacidad 

proliferativa. Por otro, un grupo formado por las células que expresan 

individualmente los factores de reprogramación Klf4 y Oct4 además de 

nuestro control positivo, que disminuyen la capacidad proliferativa de 

las células A549 (Figura 20A). 

 
Figura 20. Efecto sobre la capacidad proliferativa de la expresión individual de 
los factores de reprogramación utilizando vectores lentivirales en A549. (A) 
Análisis de la capacidad proliferativa por recuento con cámara de Neubauer en 
células A549 que expresan individualmente los factores de reprogramación. (B) 
Ensayo de expansión clonal. Placas de la tinción cristal violeta (izquierda) y 
cuantificación de la tinción (derecha). La significación estadística se calculó 
utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
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También analizamos el efecto sobre la capacidad proliferativa a 

tiempos largos mediante ensayos de clonogenicidad. Los resultados 

observados son muy similares a los obtenidos a tiempos cortos; los 

factores de reprogramación Sox2 y c-Myc no afectan a la capacidad 

proliferativa, mientras que los factores Klf4 y Oct4 la reducen 

considerablemente hasta valores similares a los del control positivo 

(Figura 20B). 

 

1.3.8.2. Marcadores de apoptosis celular 

Para evaluar el efecto de la expresión individual de los factores 

de reprogramación sobre el proceso de apoptosis celular analizamos por 

citometría de flujo el marcador indicativo de apoptosis celular Anexina 

V. Observamos un aumento en el porcentaje de células positivas para 

este marcador en las condiciones de expresión de Klf4 y Oct4, mientras 

que en las condiciones de expresión de Sox2 y c-Myc este aumento no 

se produce y los niveles se mantienen en valores similares a los del 

control negativo que no expresa los factores (Figura 21). 

 

 
Figura 21. Efecto de la expresión individual de los factores de reprogramación 
utilizando vectores lentivirales sobre marcadores de muerte celular en células 
A549. (A) Niveles de Anexina V medidos por citometría de flujo (izquierda) y 
cuantificación (derecha). La significación estadística se calculó utilizando la prueba 
t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  
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1.3.8.3. Marcadores de senescencia celular 

Para evaluar el efecto de la expresión individual de los factores 

de reprogramación sobre el proceso de senescencia celular, en primer 

lugar, analizamos la morfología de las células. Observamos un aumento 

en el número de células con morfología típica de célula senescente; 

citoplasma grande, plano y multivesicular (Hayflick, 1965), en las 

condiciones que expresan individualmente los factores de 

reprogramación Klf4 y Oct4, mientras que en el caso de las células que 

expresan individualmente Sox2 y Myc no se observaron estos cambios 

(Figura 22A). 

También analizamos la actividad de la enzima beta-galactosidasa 

por citometría de flujo observando un aumento en el porcentaje de 

células positivas en las condiciones en las que se expresa Klf4 y Oct4, 

mientras que las condiciones en las que se expresa Sox2 y c-Myc este 

aumento no se produce y el porcentaje de células positivas se mantiene 

en unos valores similares a los del control negativo (Figura 22B). 

La expresión individual de Klf4 y Oct4 es suficiente para aumentar 

los niveles de marcadores de senescencia celular hasta niveles similares 

a los observados con la expresión conjunta de los factores de 

reprogramación. 

La expresión individual de Klf4 y Oct4 parece ser suficiente para 

afectar a la capacidad proliferativa, aumentar marcadores de 

senescencia celular y marcadores de apoptosis celular hasta valores 

similares a los observados por la expresión conjunta de los factores. 

Todos estos resultados parecen indicar que los factores responsables de 

reducir la viabilidad celular causando un aumento de marcadores de 

senescencia y apoptosis celular en A549 son Klf4 y Oct4, mientras que 

la expresión de Sox2 y c-Myc parece no afectar a las células, resultando 

inocua. 
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Figura 22. Efecto de la expresión individual de los factores de reprogramación 
utilizando vectores lentivirales sobre marcadores de senescencia celular en 
células A549. (A) Imágenes representativas con microscopía óptica de A549 que 
expresan individualmente los factores de reprogramación. (B) Medida de la actividad 
Beta-galactosidasa por citometría de flujo. La significación estadística se calculó 
utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  

 

1.3.9. Efecto de la inhibición de p21 en células A549 que 

expresan individualmente los factores de reprogramación 

Previamente demostramos que p21 juega un papel importante en la 

respuesta de las células A549 a la expresión de los factores de 

reprogramación. Por ello nos planteamos estudiar si p21 también media 

en la respuesta a la expresión individual de los factores de 

reprogramación.  
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Figura 23. Sistema de inhibición de p21 en células A549 que expresan 
individualmente los factores de reprogramación. (A) Representación esquemática 
del sistema empleado en los ensayos. (B) Niveles de expresión por qRT-PCR de los 
niveles de ARNm de CDKN1A. (C) Análisis por Western blot de los niveles de proteína 
para p21 (panel superior) y cuantificación (panel inferior). Como control de carga 
utilizamos Tubulina. La significación estadística se calculó utilizando la prueba t de 
student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05.  

 

En primer lugar, analizamos por qRT-PCR y Western blot sus 

niveles de expresión y observamos un aumento tanto a nivel de ARNm 

(Figura 23B) como a nivel de proteína (Figura 23C) en las condiciones 
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de expresión de Klf4 y Oct4, lo que recapitula el aumento observado en 

la condición de expresión conjunta de los factores de reprogramación. 

Por el contrario, en las condiciones de expresión de Sox2 y c-Myc este 

aumento no se detecta y los niveles de p21 se mantienen próximos a los 

observados en el control negativo que no expresa los factores de 

reprogramación. 

Para estudiar si este aumento de p21 participa en el efecto 

observado en las células A549 que expresan individualmente los 

factores de reprogramación introdujimos en ellas el shp21 utilizado 

previamente (Figura 23A). 

Analizamos por qRT-PCR los niveles de expresión del gen 

CDKN1A, que codifica para p21, y observamos cómo el aumento 

producido por la expresión individual de los factores Klf4 y Oct4 es 

reducido a niveles similares a los del control que no expresa los factores 

de reprogramación. Como era de esperar, los niveles en las condiciones 

de expresión de Sox2 y c-Myc no variaron notablemente puesto que al 

no producir un aumento en la expresión de este gen los niveles de 

partida son bajos (Figura 23B). Estos resultados se observaron también 

a nivel de proteína por Western blot (Figura 23C). 

Una vez comprobado que el shp21 es una estrategia funcional para 

producir una bajada de p21 en un contexto de expresión individual de 

los factores analizamos cómo la bajada en los niveles expresión de p21 

afecta a la viabilidad celular y a procesos que juegan un papel 

importante sobre esta como la senescencia o la apoptosis celular. 

 

1.3.9.1. Efecto sobre la capacidad proliferativa 

Para evaluar si la bajada en los niveles expresión de p21 puede 

recuperar la reducción en la capacidad provocada por la expresión 

individual de algunos factores realizamos un ensayo de clonogenicidad. 

Vemos cómo la inhibición de p21 recupera parcialmente la caída en la 

capacidad proliferativa observada en las condiciones de expresión de 

los factores Klf4 y Oct4. Mientras que la inhibición de p21 no varía la 

capacidad proliferativa de las células que expresan individualmente 

Sox2 y c-Myc (Figura 24). 
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Figura 24. Efecto de la inhibición de p21 sobre la capacidad proliferativa en 
células A549 que expresan individualmente los factores de reprogramación. 
Ensayo de expansión clonal. Placa con la tinción cristal violeta (panel superior) y 

cuantificación de la tinción (panel inferior). La significación estadística se calculó 
utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05. 
 

1.3.9.2.  Marcadores de apoptosis celular 

Para evaluar cómo la bajada en los niveles expresión de p21 

afecta al proceso de apoptosis celular analizamos por citometría de flujo 

el marcador Anexina V. Observamos cómo el aumento para este 

marcador producido en las condiciones de expresión de Klf4 y Oct4 es 

revertido a valores próximos a los del control negativo por la bajada en 

los niveles expresión de p21. La bajada de p21 no varía los valores para 

este marcador en las condiciones de expresión Sox2 y c-Myc (Figura 

25). 
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Figura 25. Efecto de la inhibición de p21 sobre marcadores de muerte celular en 
células A549 que expresan los factores de reprogramación. Medida de Anexina V 
por citometría de flujo (panel superior) y cuantificación (panel inferior). La 
significación estadística se calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** 
P <0,01; * P <0,05. 
 

La bajada en los niveles de expresión de p21 parece revertir en 

parte los efectos perjudiciales provocados por la expresión de estos 

factores. Esto indica que p21 tiene un papel importante en la respuesta 

de las células A549 a la expresión de los factores de reprogramación. 

Como este efecto es parcial, esto podría indicar que existen otras vías 

que median en la respuesta celular a la expresión de los factores. 

 

1.3.9.3. Marcadores de senescencia celular 

Finalmente, para evaluar cómo la inhibición de p21 afecta al 

proceso de senescencia celular analizamos por citometría de flujo la 
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actividad de la enzima beta-galactosidasa. Observamos cómo el 

aumento para este marcador producido en las condiciones de expresión 

de Klf4 y Oct4 es parcialmente revertido por la bajada en los niveles de 

expresión de p21. La bajada de p21 no varía los valores para este 

marcador en las condiciones de expresión de Sox2 y c-Myc (Figura 26). 

 

 
Figura 26. Efecto de la inhibición de p21 sobre marcadores de senescencia en 
células A549 que expresan individualmente los factores de reprogramación. 
Medida de la actividad Beta-galactosidasa por citometría de flujo (panel superior) y 
cuantificación (panel inferior). La significación estadística se calculó utilizando la 
prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05. 
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2. Efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación sobre la progresión 

tumoral 
 

Hasta ahora, los experimentos realizados se centraron en estudiar el 

efecto de los factores de reprogramación sobre células transformadas 

en sistemas in vitro. Para estudiar el efecto de los factores de 

reprogramación en un contexto fisiológico que se aproxime más al 

ambiente real en el que se desarrollan los eventos de transformación 

celular y progresión tumoral utilizaremos diferentes modelos animales. 

 

2.1. ENSAYOS DE DESARROLLO TUMORAL POR INYECCIÓN 

SUBCUTÁNEA DE CÉLULAS A549 QUE EXPRESAN O NO LOS FACTORES 

DE REPROGRAMACIÓN EN RATONES NMRI-FOXN1NU/NU 

Para estudiar cómo la expresión de los factores de reprogramación 

afecta a la capacidad de formación de tumores de las A549 utilizamos 

ratones nude. Como estos ratones están inmunodeprimidos las células 

tumorales humanas pueden crecer sin ser atacadas por el sistema 

inmune del ratón, pudiendo formar tumores. 

En estos ratones se inyectaron subcutáneamente células A549 que 

portan la construcción con los factores de reprogramación y el rtTA, de 

modo que en presencia de doxiciclina estas células expresarán los 

factores de reprogramación (condición 4F), y células que solo portan el 

rtTA como control, por lo que en presencia de doxiciclina no expresarán 

los factores de reprogramación (condición TA). Además, ambos grupos 

celulares portan una construcción que expresa la enzima luciferasa y 

que nos permitirá analizar el crecimiento tumoral por emisión de 

luminiscencia cuando los ratones son tratados con luciferina. Los 

ratones fueron tratados con doxiciclina en agua de bebida durante la 

duración de todo el experimento (Figura 27A). 

El crecimiento tumoral se analizó por IVIS (Spectrum In Vivo 

Imaging System) realizando una medición semanal: Observamos cómo 

durante las dos primeras semanas se produce una disminución en el 

crecimiento de las células que expresan los factores de reprogramación 

(flanco derecho) en comparación con el control (flanco izquierdo). Pese 

a que estas diferencias se atenúan con el paso del tiempo, se observa 
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una tendencia en la que las células que expresan los factores de 

reprogramación presentan mayor dificultad para formar tumores y 

crecer que las células control (Figura 27B). La variación observada en 

cuanto a la capacidad para formar tumores en la condición de expresión 

de los factores de reprogramación puede ser debida a que las 

construcciones utilizadas no nos permiten seleccionar únicamente 

aquellas células que portan los factores de reprogramación por lo que 

no podemos obtener un cultivo homogéneo.  

 

 
Figura 27. Ensayo de formación de tumores por inyección subcutánea en ratones 
inmunodeprimidos. (A) Representación esquemática del sistema empleado en los 
ensayos. (B) Cuantificación del desarrollo tumoral utilizando el IVIS. Se muestran 
imágenes tomadas con el IVIS durante los diferentes días del experimento (izquierda) 
y la cuantificación de los valores obtenidos (derecha). La significación estadística se 
calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05. 
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2.2. ENSAYOS DE FORMACIÓN TUMORAL POR INYECCIÓN EN VENA DE 

COLA DE CÉLULAS CML75 QUE EXPRESAN O NO LOS FACTORES DE 

REPROGRAMACIÓN EN RATONES C57BL/6 

Los siguientes experimentos se realizaron en colaboración con el grupo 

del Dr. Daniel Muñoz Espín de la Universidad de Cambridge. 

Para estudiar cómo la expresión de los factores de reprogramación 

afecta a la capacidad de formación de tumores de las células Cml57 

(células de adenocarcinoma de pulmón de ratón) utilizamos ratones 

C57BL/6 previamente radiados para facilitar el asentamiento de las 

células inyectadas. 

 
Figura 28. Ensayo de formación tumoral por inyección en vena de cola en ratones 
C57BL/6. (A) Representación esquemática del sistema empleado en los ensayos. (B) 
Cuantificación del desarrollo tumoral utilizando el IVIS. Se muestran imágenes 
tomadas con el IVIS durante los diferentes días del experimento (izquierda) y la 
cuantificación de los valores obtenidos (derecha). La significación estadística se 
calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05. 
 

En estos ratones se inyectaron en vena de cola células Cml57 que 

portan la construcción con los factores de reprogramación y el rtTA 

(condición 4F) o células que solo portan el rtTA como control 

(condición TA). En este caso podemos seleccionar aquellas células que 

portan los factores de reprogramación gracias a que la construcción va 
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acoplada a una proteína naranja fluorescente (mOrange) y el rtTA porta 

un gen de resistencia al antibiótico puromicina. Además, ambos grupos 

celulares portan una construcción que expresa la enzima luciferasa y 

que nos permitirá analizar el crecimiento tumoral por emisión de 

luminiscencia cuando los ratones son tratados con luciferina. Los 

ratones fueron tratados con doxiciclina en agua de bebida durante la 

duración de todo el experimento (Figura 28A). 

Las Cml57 inyectadas en vena de cola se asientan en pulmón 

formando tumores. Analizamos el crecimiento tumoral por IVIS y 

vemos cómo las células que expresan los factores de reprogramación 

presentan un menor crecimiento que el control (Figura 28B). Además, 

observamos la expresión del factor de reprogramación Oct4 en tumores 

4F, pero no en los procedentes del control (FIGURA 29A). También 

observamos la expresión de la proteína caspasa 3 cortada, indicativa de 

muerte celular, en tumores 4F, pero no en los procedentes del control 

(FIGURA 29B). 

 

 
Figura 29. Expresión de factores de reprogramación y de marcadores de muerte 
celular en tumores procedentes de ratones TA y 4F por inmunohistoquímica. (A) 
Tinción para OCT4. (B) Tinción para caspasa 3 cortada. 
 

Estos resultados indican que la expresión de los factores de 

reprogramación reduce el crecimiento tumoral de las células Cml57 y 

además activa procesos de muerte celular en estas células.  
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2.3. ENSAYOS DE PROGRESIÓN TUMORAL SOBRE TUMORES 

PULMONARES YA ESTABLECIDOS EN RATONES I4F/KRAS 

En los ensayos anteriores estudiamos el efecto de la expresión de los 

factores de reprogramación sobre el proceso de iniciación tumoral. Esta 

vez, sin embargo, estudiaremos el efecto de la expresión de los factores 

de reprogramación sobre tumores ya establecidos. Para ello cruzamos 

 

 
Figura 30. Efecto de la expresión de los factores de reprogramación en tumores 
establecidos en ratones Kras e i4F/Kras. (A) Representación esquemática de las 
líneas de ratón utilizadas. (B) Representación esquemática del sistema empleado en 
los ensayos. (C) Imágenes representativas de los tumores pulmonares formados en 
ratones i4F/Kras y Kras (izquierda) y cuantificación por número de tumores y 
porcentaje de área tumoral (derecha). La significación estadística se calculó 
utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P <0,05. 
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dos líneas de ratones transgénicos: el ratón reprogramable (i4F) que 

porta en su genoma una construcción que permite la expresión de los 

factores de reprogramación en presencia de doxiciclina (Abad et al., 

2013) y el ratón KrasV12-KI (Kras) que tras el tratamiento con la 

recombinasa Cre permite la expresión de una forma activa de Kras 

(KrasV12) desde su locus endógeno (Guerra et al., 2003), obteniendo 

ratones i4F/Kras. (Figura 30A). 

 En estos ratones (i4F/Kras) y en nuestro grupo control (Kras) 

administramos por vía intratraqueal adenovirus que expresan la 

recombinasa Cre (Ad-Cre) con el objetivo de activar la expresión de 

KrasV12 específicamente en el pulmón. La expresión de KrasV12 en 

pulmón provoca el desarrollo de adenomas (lesiones premalignas) que 

pueden llegar a convertirse en adenocarcinomas malignos (Collado et 

al., 2005; Guerra et al., 2003). Seis meses después de la activación de 

KrasV12 en pulmón a ambos grupos de ratones se les suministró 

doxiciclina en agua de bebida durante una semana y tras esto se les dejó 

tres semanas de descanso para prevenir la formación de teratomas. Este 

ciclo se repitió dos veces más y tras el tercer tratamiento con doxiciclina 

los ratones se sacrificaron para evaluar los tumores formados (Figura 

30B). Observamos una reducción en el número de tumores en los 

ratones i4F/Kras que expresan los factores de reprogramación 

comparado con el control Kras que no los expresa, así como una 

reducción en la proporción tumor/tejido (Figura 30C). 

También observamos un aumento en la expresión de los factores 

de reprogramación Klf4 y Oct4 en pulmones procedentes de ratones 

i4F/Kras comparado con el control (Figura 31A) así como la presencia 

de células caspasa 3 cortada positivas en los tumores procedentes de 

ratones i4F/Kras (Figura 31B). 
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Figura 31. Expresión de factores de reprogramación y de marcadores de muerte 
celular en ratones Kras e i4F/Kras. (A) Niveles de expresión por qRT-PCR de los 
niveles de ARNm de Klf4 y Oct4. (B) Tinción para caspasa 3 cortada. La significación 
estadística se calculó utilizando la prueba t de student, *** P <0,001; ** P <0,01; * P 
<0,05.  
 

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la expresión de 

los factores de reprogramación reduce la progresión tumoral durante las 

etapas iniciales de la formación del tumor y también es capaz de afectar 

a la progresión o viabilidad de tumores ya establecidos. 
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1. Efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación en células transformadas 
 

1.1. REPROGRAMACIÓN DE CÉLULAS TRANSFORMADAS 

La reprogramación celular se define como el proceso por el que una 

célula somática diferenciada adquiere características de célula madre 

embrionaria, convirtiéndose en una célula pluripotente con capacidad 

para formar células de las tres capas embrionarias. El desarrollo de una 

estrategia de reprogramación basada en el uso de una serie de factores 

definidos (Takahashi & Yamanaka, 2006) ha supuesto una revolución 

en el campo de la reprogramación celular, aumentando 

considerablemente el número de tipos celulares que se han logrado 

reprogramar con éxito. Sin embargo, la reprogramación de células 

tumorales sigue   siendo un proceso poco eficiente. Los estudios en los 

que se han logrado reprogramar células transformadas son escasos y las 

iPSCs obtenidas presentan ciertas limitaciones, como la necesidad de la 

expresión continuada de los factores exógenos para el mantenimiento 

del estado pluripotente (Bernhardt et al., 2017; Kim et al., 2013, 2017) 

o una capacidad de diferenciación limitada (Jiang et al., 2013), entre 

otras. 

Teniendo en cuenta esta información, intentamos reprogramar 

diferentes tipos de células transformadas. En células de fibrosarcoma 

de ratón, adenocarcinoma de ratón, A549 y MEFs transformados, 

introdujimos el plásmido Tet-O-FUW-OSKM, que permite la expresión 

de los factores de reprogramación en presencia de doxiciclina cuando 

se coinfecta con el plásmido FUW-M2rtTA, y tras 14 días analizamos 

la presencia de colonias de células iPS indicativas del éxito del proceso 

de reprogramación. Observamos que solo en el control positivo de 

reprogramación, constituido por MEFs wt no transformados, se habían 

formado colonias de iPSC, mientras que en ninguno de los tipos 

celulares transformados se observaron colonias. Estos resultados son 

coincidentes con lo observado en diversos estudios previos (Kim, 

2020). 

Además de la no reprogramación de estos tipos celulares 

transformados, observamos que durante el proceso de reprogramación 

estas células se veían afectadas negativamente y reducían su 
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crecimiento. Por este motivo decidimos estudiar el efecto de la 

expresión de los factores de reprogramación sobre células 

transformadas.  

 

1.2. CARACTERIZAR EL EFECTO DE LA EXPRESIÓN DE LOS FACTORES 

DE REPROGRAMACIÓN EN CÉLULAS TRANSFORMADAS 

Para estudiar el efecto de los factores de reprogramación en células 

transformadas utilizamos tanto células humanas, la línea celular A549, 

como células de ratón, MEFs transformados. Analizamos el efecto de 

la expresión de los factores de reprogramación sobre la capacidad 

proliferativa tanto a tiempos cortos, 3 días, como a tiempos largos, 14 

días. En ambos casos observamos cómo la expresión de los factores de 

reprogramación reduce la capacidad proliferativa en ambos tipos 

celulares a tiempos cortos y cómo esta diferencia se mantiene a lo largo 

del tiempo. Sin embargo, el efecto en la reducción de la capacidad 

proliferativa es mayor en las células A549 que en los MEFs 

transformados. El sistema de transformación utilizado en MEFs, 

consistente en la falta de p53 y la expresión de la forma activa de Ras, 

HrasV12, ha demostrado ser funcional puesto que la inyección 

subcutánea de estas células en ratones inmunodeprimidos conllevó la 

formación de tumores. Sin embargo, estas células presentaban ciertas 

limitaciones a la hora de caracterizar aspectos fenotípicos propios de 

células tumorales como el crecimiento independiente de anclaje en los 

ensayos en agar blando. Debido a estas limitaciones, sumadas al mayor 

efecto en la reducción de la capacidad proliferativa observado en las 

células A549 y a que esta línea está estandarizada como modelo en 

multitud de ensayos, decidimos que nuestros siguientes ensayos se 

centrasen en las células A549. 

Además de estudiar el efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación sobre la capacidad proliferativa en células tumorales, 

decidimos estudiar cómo la expresión de los factores de reprogramación 

afecta a estructuras celulares complejas previamente establecidas. Para 

ello, sobre colonias de A549 previamente formadas en agar blando, 

indujimos la expresión de los factores de reprogramación y observamos 

cómo la expresión de los factores destruye estas estructuras celulares. 

Esto nos indica que los factores de reprogramación celular no solo 
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reducen la capacidad proliferativa de las células A549, sino que también 

promueven la destrucción de estructuras previamente formadas. 

Un aspecto importante es determinar si el efecto de los factores de 

reprogramación es intrínseco, afecta a la propia célula que expresa los 

factores, o extrínseco, mediado por compuestos secretados por las 

células que expresan los factores y que afectan a otras células. Para ello 

realizamos tanto ensayos de cocultivo en transwell, como ensayos con 

medios condicionados en los que observamos que los factores solubles 

secretados por las células que expresan los factores de reprogramación 

no tienen ningún efecto sobre las células diana. Por lo tanto, el efecto 

de la expresión de los factores de reprogramación es intrínseco y no está 

mediado por factores solubles. 

Una vez determinado el efecto negativo e intrínseco que la 

expresión de los factores de reprogramación tiene sobre las células 

A549, decidimos estudiar los mecanismos moleculares activados en 

respuesta a la expresión de los factores. Evaluamos marcadores 

moleculares de los principales procesos implicados en la regulación de 

la proliferación y la viabilidad celular; senescencia celular y apoptosis. 

En primer lugar, analizamos marcadores de senescencia celular, 

observando un aumento en la actividad de la enzima beta-galactosidasa, 

marcador clásico de senescencia, así como un aumento en la expresión 

de genes relacionados con el estado senescente como CDKN1A, IL6 y 

CXCL1. Esto nos indica que la expresión de los factores de 

reprogramación provoca la entrada en senescencia de una parte de la 

población de células A549. Estudios previos han demostrado cómo la 

expresión de oncogenes induce senescencia, este proceso se denomina 

senescencia inducida por oncogenes (OIS, Oncogene induce 

senescence) (Collado & Serrano, 2010; Serrano et al., 1997). Los 

factores OSKM han sido descritos como oncogenes en diferentes tipos 

de cáncer, por ejemplo, Sox2 en carcinoma de pulmón (Beroukhim et 

al., 2010), Oct4 en carcinomas embrionarios (Gidekel et al., 2003), Klf4 

en cáncer de piel (Rowland & Peeper, 2006) y c-Myc en diversos 

cánceres humanos (Beroukhim et al., 2010). Por lo tanto, el aumento de 

marcadores de senescencia en respuesta a la expresión de los factores 

de reprogramación coincide con lo observado en estudios previos 

(Banito et al., 2009). 
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También analizamos marcadores de apoptosis, observando un 

aumento en el número de células positivas para dos marcadores clásicos 

de apoptosis; la Anexina V, que se une a residuos de fosfatidilserina 

extracelulares indicativos de degradación de membranas, y caspasa 3 

cortada, la forma activa de la caspasa 3 y uno de los principales 

efectores durante el proceso de apoptosis celular (Muzio et al., 1996; 

Varfolomeev et al., 1998). Además, observamos la activación del 

proceso de apoptosis en colonias celulares ya establecidas en agar 

blando al detectar la expresión del marcador caspasa 3 en la condición 

que expresa los factores de reprogramación, pero no en el control, lo 

que justificaría la reducción en el número de colonias en esta condición. 

La importancia de la apoptosis en la respuesta a la expresión de los 

factores de reprogramación se confirmó con el tratamiento de las 

células A549 que expresan los factores de reprogramación con el 

inhibidor general de caspasas Z-VAD (Ome)-FMK, observando una 

recuperación parcial en la capacidad proliferativa. Por lo que 

confirmamos que la expresión de los factores de reprogramación en 

células de la línea A549 provoca su entrada en apoptosis. Estos 

resultados coinciden con un estudio publicado recientemente en el que 

se demuestra que la expresión de los factores de reprogramación 

produce la entrada en apoptosis de células de leucemia (Yajie Wang et 

al., 2019). 

Además de analizar marcadores de senescencia y apoptosis, 

también analizamos el perfil de ciclo de la población celular. 

Observamos cómo la expresión de los factores de reprogramación 

produce una acumulación de células en las fases S y G2/M, que se 

correlaciona con un aumento en la forma hiperfosforilada e inactiva de 

pRB, descrito como uno de los principales mediadores en el arresto 

celular en la fase G1 del ciclo (Helin, 1998), y una bajada en la ciclina 

E, que alcanza sus niveles máximos de expresión en la transición de la 

fase G1 a la fase S.  

Esta acumulación de células en las fases S y G2/M va acompañada 

de un aumento en marcadores de daño en el ADN, como la fosfo-

histona- γH2X, por lo que interpretamos que este aumento de células 

no es consecuencia de una mayor capacidad proliferativa de las células 

que expresan los factores de reprogramación, sino que es debido a que 
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estas células presentan mayores dificultades para progresar en el ciclo 

al presentar unos niveles más altos de daño en el ADN, por lo que se 

quedan retenidas en los puntos de control de ciclo existentes en las fases 

S y G2/M. Esta hipótesis demostraría también que, pese a que las 

células que no expresan los factores de reprogramación presentan una 

mayor proporción de células en fase G1, la proporción de células 

senescentes, caracterizadas por el arresto del ciclo celular en la fase G1 

y cuyo programa puede ser activado en respuesta al daño persistente en 

el ADN, es mayor en las células A549 que expresan los factores de 

reprogramación que en las A549 control. Además, se ha descrito cómo 

las células dañadas son retenidas en los diversos puntos de control 

existentes en las diferentes fases del ciclo celular con el objetivo de 

repararlas. Si el daño es muy elevado se retirarían definitivamente del 

ciclo entrando en senescencia o apoptosis. 

En base a los resultados observados, podemos confirmar que la 

expresión conjunta de los factores de reprogramación en células de la 

línea A549 produce un aumento en los niveles de daño en el ADN, 

generando la entrada de las células en senescencia o apoptosis. 

Una vez determinados los mecanismos moleculares que se activan 

en respuesta a la expresión de los factores de reprogramación en las 

células A549, decidimos analizar qué vías podrían ser las responsables 

de mediar en dicho efecto. Una de las principales vías activadas en 

respuesta al daño en el ADN es la de p53/p21. Se ha descrito cómo esta 

vía media en la entrada en senescencia o apoptosis de células con daño 

irreparable (Gartel, 2005; Hu et al., 2012; D. P. Lane, 1992). Además, 

se ha descrito cómo el factor de reprogramación Klf4 media en la 

activación de p21 en diversos contextos. Por ejemplo, la sobreexpresión 

de Klf4 produce la activación de p21 y la parada proliferativa en células 

en cultivo (Rowland et al., 2005), células del epitelio gástrico de ratones 

deficientes para Klf4 expresan niveles bajos de p21 (Katz et al., 2005) 

o células derivadas de algunos tumores caracterizadas por presentar 

mutaciones delectivas en Klf4 y otros miembros de la familia como 

Klf6 son deficientes para activar la parada en el ciclo celular mediada 

por p21 (Narla et al., 2001; Zhao et al., 2004). Por estos motivos, 

sumados al aumento observado en su expresión en células A549 que 

expresan los factores, consideramos que p21 puede ser un buen 
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candidato para mediar en la respuesta a la expresión de los factores de 

reprogramación en las células A549. 

Para estudiar el papel de p21 en la respuesta de las células A549 a 

la expresión de los factores de reprogramación, utilizamos un sistema 

de inhibición basado en la introducción del plásmido LT3-GEPIR-

shp21, que codifica para un shp21 que reduce la expresión de p21. 

Analizamos el efecto de la bajada de p21 en células que expresan los 

factores de reprogramación y observamos una recuperación 

considerable en la capacidad proliferativa, así como una reducción en 

marcadores de senescencia y apoptosis en las células que expresan 

conjuntamente el shp21 y los factores de reprogramación comparado 

con aquellas que solo expresan los factores de reprogramación. La 

recuperación en la capacidad proliferativa no es total, pero se acerca a 

la observada en células A549 normales. Del mismo modo, la reducción 

en marcadores de senescencia y apoptosis, pese acercarse a los valores 

basales que presentan las A549, tampoco se iguala. Estos resultados 

podrían ser consecuencia de que el sistema utilizado para inactivar p21 

no sea del todo eficiente. De hecho, observamos cómo la expresión del 

shp21 reduce los niveles de p21, pero estos se mantienen todavía por 

encima de los valores basales observados en células A549 normales. 

En conjunto, estos ensayos demuestran el papel activo de p21 como 

mediador en la respuesta al daño producido por la expresión de los 

factores de reprogramación, lo que justifica la acumulación de células 

en las fases S y G2/M y el aumento de células apoptóticas y senescentes, 

puesto que se ha descrito la participación de p21 en todos estos procesos 

(Bertoli et al., 2013; B. D. Chang et al., 2000; Choi et al., 2014; Gartel, 

2005; Yingcai Wang et al., 1999). La recuperación parcial de la 

capacidad proliferativa, y de los marcadores de senescencia y apoptosis 

puede ser debida a que el sistema utilizado para la inhibición de p21 no 

sea completamente eficiente, que existan algunas otras vías 

independientes de p21 que medien en la respuesta de la expresión de 

los factores de reprogramación en células A549 o una combinación de 

ambas. 
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1.3. CARACTERIZAR EL EFECTO DE LA EXPRESIÓN INDIVIDUAL DE LOS 

FACTORES DE REPROGRAMACIÓN EN CÉLULAS TRANSFORMADAS 

Una vez analizado el efecto, los mecanismos y las vías activadas por la 

expresión conjunta de los factores de reprogramación en las células 

A549, decidimos estudiar la contribución individual de cada uno de los 

factores de reprogramación. Para ello, en primer lugar introdujimos 

vectores retrovirales que expresan individualmente los factores de 

reprogramación: pMXs-Oct4, -Sox2, -Klf4 y -c-Myc, en células A549. 

Además, introdujimos un plásmido que expresa GFP como control 

negativo, puesto que su expresión es inocua para las células A549, y 

como control positivo utilizamos el vector lentiviral policistrónico 

inducible por doxiciclina utilizado en los ensayos anteriores. 

Analizamos el efecto sobre la capacidad proliferativa y observamos 

tres grupos claramente diferenciados: el grupo formado por el control 

negativo de células que expresan GFP, las células que expresan Sox2 y 

las células que expresan Myc, que no presentan afectada su capacidad 

proliferativa. Un grupo formado por las células que expresan Klf4, Oct4 

y la combinación de OSKM utilizando vectores retrovirales, que 

presentan una reducción intermedia en su capacidad proliferativa. Y 

finalmente, el grupo formado por las células que expresan en conjunto 

los factores de reprogramación utilizando el vector lentiviral, que 

presenta el mayor efecto en la reducción de la capacidad proliferativa. 

Los resultados observados nos llevan a pensar que quizás la diferencia 

existente entre la combinación de OSKM retroviral y lentiviral sea 

consecuencia de la eficiencia que los vectores tienen para expresar los 

factores de reprogramación, es decir, quizás sea debido a que el vector 

lentiviral permite obtener unos niveles de expresión de los factores 

superiores a los obtenidos con los vectores retrovirales. Por ello 

consideramos que quizás el efecto de los factores de reprogramación 

sobre las células A549 puede ser dosis dependiente. 

Para evaluar si el efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación en células A549 es dosis dependiente utilizamos el 

plásmido lentiviral policistrónico inducible por doxiciclina. Regulando 

los niveles de doxiciclina añadidos al medio de cultivo podemos regular 

los niveles de expresión de los factores de reprogramación. Observamos 

cómo a dosis crecientes de doxiciclina el efecto sobre la reducción de 
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la capacidad proliferativa en células A549 es mayor y se correlaciona 

con mayores niveles de expresión de los factores de reprogramación 

hasta que se alcanza el nivel máximo que permite el sistema. Se evaluó 

además cómo las dosis de doxiciclina utilizadas no afectaban a la 

capacidad proliferativa de las A549. Estos resultados demuestran el 

efecto dosis dependiente de los factores de reprogramación en células 

A549 y justificarían las diferencias observadas en el efecto de los 

vectores retrovirales y lentivirales. 

Una vez demostrado el efecto dosis dependiente de los factores de 

reprogramación decidimos utilizar un sistema de expresión individual 

de los factores con el que nos asegurásemos alcanzar unos niveles lo 

más próximos posibles a los obtenidos con el vector lentiviral 

policistrónico Tet-O-FUW-OSKM. Para ello utilizamos los vectores 

lentivirales TetO-FUW -Oct4, -Sox2. -Klf4 y c-Myc, que utilizan el 

mismo backbone que el policistrónico utilizado en los ensayos de 

expresión conjunta y que nos permiten obtener unos niveles de 

expresión prácticamente iguales. 

Evaluamos el efecto sobre la capacidad proliferativa de la 

expresión individual de los factores utilizando estos vectores y 

observamos unos resultados muy similares a los observados en los 

ensayos con los vectores retrovirales. Las células que expresan 

individualmente Klf4 y Oct4 presentan una reducción en su capacidad 

proliferativa, pero en este caso la reducción es tan fuerte como la 

observada en las células que expresan conjuntamente los factores de 

reprogramación. Además, este efecto se correlaciona con un aumento 

en los marcadores de senescencia y apoptosis muy similares en ambos 

casos a los observados con la expresión conjunta de los factores, 

mientras que en el caso de las células que expresan Sox2 y Myc los 

niveles de expresión son prácticamente idénticos a los del control, 

constituido por células que no expresan los factores de reprogramación. 

Estos resultados parecen indicar que el efecto negativo de la expresión 

de los factores de reprogramación en células A549 está producido por 

Klf4 y Oct4, mientras que la expresión de los factores Sox2 y Myc no 

parece afectar a estas células. 

Recientemente se ha descrito cómo la expresión individual de Klf4 

promueve la entrada en apoptosis de células de leucemia (Yajie Wang 
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et al., 2019). Sin embargo, el efecto negativo de la expresión de Oct4 

en células tumorales no había sido descrito. Del mismo modo, algunos 

artículos describen cómo la expresión de Sox2 en células de leucemia 

(Yajie Wang et al., 2019) afecta negativamente a su viabilidad y 

capacidad proliferativa, lo que demuestra la heterogeneidad existente 

dentro de las células transformadas pese a presentar aspectos 

fenotípicos comunes y la necesidad de estudiar individualmente cada 

tipo celular transformado. 

Decidimos evaluar también si el efecto observado en la expresión 

individual de los factores está mediado por p21. Para ello utilizamos el 

mismo sistema de inhibición de p21 que en ensayos anteriores. En 

primer lugar, observamos cómo se produce un aumento en los niveles 

de p21, similar al producido por la expresión conjunta de los factores, 

en células que expresan individualmente Oct4 o Klf4. También 

observamos cómo la reducción de p21 permite la recuperación parcial 

de la capacidad proliferativa perdida en células A549 que expresan 

individualmente Oct4 o Klf4, resultado muy similar al observado 

previamente en células que expresan conjuntamente los factores de 

reprogramación. Esta recuperación parcial se observa también para los 

marcadores de senescencia y apoptosis. Se ha descrito cómo Klf4 

interacciona directamente con p21 activando su expresión (Katz et al., 

2005; Rowland et al., 2005; Zhao et al., 2004). Sin embargo, en el caso 

de Oct4 se ha descrito lo opuesto, cómo esta proteína puede inactivar la 

expresión de p21 mediante interacción directa (J. Lee et al., 2010; Tsai 

et al., 2012; Zhen et al., 2012). Los niveles de p21 observados en ambos 

grupos celulares son muy similares, por lo que interpretamos que la 

activación de p21 no se produce por interacción directa entre estas 

proteínas y el locus que codifica para p21, puesto que sus papeles son 

antagónicos a la hora de regular los niveles de esta proteína y no 

justificaría los niveles de p21 observados. El hecho de que el efecto esté 

mediado por ambos factores y que se detecte un aumento en marcadores 

de daño en el ADN refuerza la hipótesis de que el aumento de p21 se 

produce en respuesta a un aumento en el daño en ADN producido por 

la expresión de Oct4 y Klf4, y la consiguiente entrada en senescencia o 

apoptosis de las células dañadas irreversiblemente. Del mismo modo 

que sucede cuando se expresan conjuntamente los factores y se inhibe 
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p21, la recuperación en la capacidad proliferativa y en los marcadores 

de senescencia y apoptosis no es completa. Esto puede ser debido a que 

el sistema utilizado para la inhibición de p21 no sea completamente 

eficiente, que existan algunas otras vías independientes de p21 que 

medien en la respuesta al daño producida por la expresión de los 

factores de reprogramación en células A549 o una combinación de 

ambas. En el caso de las células que expresan Myc o Sox2, los niveles 

de p21 no se ven afectados y la inhibición de p21 no produce ningún 

efecto sobre los marcadores analizados ni sobre la viabilidad celular. 

 

2. Efecto de la expresión de los factores de 

reprogramación celular sobre la progresión 

tumoral in vivo 
 

Tras la caracterización del efecto de los factores de reprogramación en 

cultivos celulares, decidimos estudiar el efecto de la expresión de los 

factores de reprogramación sobre la progresión tumoral. En nuestro 

caso nos centramos en el estudio de tumores sólidos. Esta es una 

perspectiva novedosa puesto que los estudios previos en este campo, 

además de ser muy escasos, se centran en el estudio de tumores 

líquidos, principalmente en algunos tipos de leucemia (Yajie Wang et 

al., 2019). Para ello estudiamos tres tipos de sistemas distintos. 

En primer lugar, utilizamos ratones nude a los que inyectamos 

subcutáneamente células A549 que portan la construcción con los 

factores de reprogramación y el rtTA, de modo que en presencia de 

doxiciclina estas células expresarán los factores de reprogramación 

(condición 4F, inyectadas en el flanco derecho) y células que solo 

portan el rtTA como control, por lo que en presencia de doxiciclina no 

expresarán los factores de reprogramación (condición TA, inyectadas 

en el flanco izquierdo). Además, ambos grupos celulares portan una 

construcción que expresa la enzima luciferasa y que nos permitirá 

analizar el crecimiento tumoral por emisión de fluorescencia cuando los 

ratones son tratados con luciferina. Observamos cómo las células que 

expresan los factores de reprogramación presentan mayores 

dificultades para desarrollar tumores. Sin embargo, las diferencias entre 
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los grupos se reducen con el paso del tiempo perdiendo significación 

estadística durante la tercera y la cuarta semana. Pese a que las 

diferencias se reducen, la tendencia muestra cómo los tumores que 

expresan los factores de reprogramación presentan mayores 

dificultades para crecer, manteniéndose el tamaño promedio del tumor 

muy por debajo del observado en el grupo control. El aumento en el 

crecimiento en alguno de los tumores del grupo 4F en las últimas 

medidas podría ser consecuencia de una selección de aquellas células 

que no portan la construcción que permite la expresión de los factores 

de reprogramación. Una de las principales limitaciones de este 

experimento es que los vectores utilizados no permiten la selección de 

las células que los portan. Por lo tanto, pese a tener unas eficiencias de 

infección altas, existen células que han sido inyectadas y que no 

expresan los factores de reprogramación. Como hemos demostrado en 

apartados anteriores, la expresión de los factores de reprogramación 

reduce el crecimiento en células A549, por lo que, las células que no 

han captado la construcción se verán favorecidas y podrán crecer. Por 

este motivo, aquellos tumores del grupo 4F que estén estocásticamente 

enriquecidos en células que no porten la construcción con los factores 

de reprogramación verán favorecido su crecimiento a lo largo del 

tiempo. Esto también podría explicar la gran variabilidad observada 

dentro del grupo de tumores 4F, en el que vemos dos grupos de tumores 

bien diferenciados; unos muy grandes y otros muy pequeños, mientras 

que en el caso de los tumores TA presentan también variabilidad, pero 

más reducida y continuada. 

En otro de los modelos, utilizamos ratones C57BL/6 a los que 

inyectamos en vena de cola células Cml57 que metastatizarán en 

pulmón formando tumores. El sistema es el mismo que en el modelo 

anterior, dos grupos: uno que porta la construcción con los factores de 

reprogramación y el rtTA (condición 4F) y otro como control 

(condición TA) con células que portan el rtTA. La diferencia es que en 

este caso podemos seleccionar aquellas células que portan los factores 

de reprogramación gracias a que la construcción va acoplada a una 

proteína naranja fluorescente (mOrange) y el rtTA porta un gen de 

resistencia al antibiótico puromicina. Además, igual que en el sistema 

anterior, ambos grupos celulares portan una construcción que expresa 
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la enzima luciferasa y que nos permitirá analizar el crecimiento tumoral 

por emisión de fluorescencia cuando los ratones son tratados con 

luciferina. Observamos cómo los tumores del grupo 4F presentan 

mayores dificultades para crecer, lo que demuestra que la posibilidad 

de obtener un cultivo celular que en su totalidad presente la 

construcción con los factores de reprogramación elimina la pérdida del 

efecto restrictivo observada en el modelo anterior durante las últimas 

medidas, por lo que la explicación de no partir de un cultivo puro con 

todas las células portando la construcción podría justificar los 

resultados obtenidos. Además, observamos una correlación entre la 

expresión de Oct4 y la expresión de caspasa 3 cortada, lo que demuestra 

que la expresión de los factores de reprogramación activa el programa 

de apoptosis in vivo, como hemos demostrado previamente que sucedía 

en sistemas in vitro. Esto podría justificar la mayor dificultad que 

presentan los tumores de la condición 4F para crecer comparados con 

el control. 

En los dos primeros modelos estudiamos cómo el efecto de la 

expresión de los factores de reprogramación afecta a la progresión 

tumoral desde el inicio, es decir, tras la inyección subcutánea o en vena 

de cola se suministró doxiciclina en agua de bebida. En el último 

modelo nos centramos en estudiar el efecto de la expresión de los 

factores de reprogramación sobre tumores ya establecidos. Para ello 

cruzamos dos líneas de ratones transgénicos: el ratón reprogramable 

(i4F) que porta en su genoma una construcción que permite la expresión 

de los factores de reprogramación en presencia de doxiciclina (Abad et 

al., 2013) y el ratón KrasV12-KI (Kras) que tras el tratamiento con la 

recombinasa Cre permite la expresión de una forma activa de Kras 

(KrasV12) (Guerra et al., 2003), obteniendo ratones i4F/Kras. En estos 

ratones (i4F/Kras) y en nuestro grupo control (Kras) administramos por 

vía intratraqueal adenovirus que expresan la recombinasa Cre (Ad-Cre) 

con el objetivo de activar la expresión de KrasV12 específicamente en 

el pulmón. La expresión de KrasV12 en pulmón provoca el desarrollo 

de adenomas (lesiones premalignas) que pueden llegar a convertirse en 

adenocarcinomas malignos (Collado et al., 2005; Guerra et al., 2003). 

Seis meses después de la activación de KrasV12 en pulmón a ambos 

grupos de ratones se les suministró doxiciclina en agua de bebida 
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durante una semana y tras esto se les dejó tres semanas de descanso para 

prevenir la formación de teratomas. Este ciclo se repitió dos veces y tras 

la tercera puesta de doxiciclina los ratones se sacrificaron para evaluar 

los tumores formados. Observamos una reducción en el número de 

tumores en los ratones que expresan los factores de reprogramación, 

acompañada de una correlación en la expresión de Oct4 y Klf4 con el 

marcador indicativo de apoptosis caspasa 3 cortada. Estos resultados 

demuestran que la expresión de los factores de reprogramación elimina 

tumores ya establecidos e induce apoptosis en las células tumorales in 

vivo. Sin embargo, en estos tumores no se detectó un aumento en los 

niveles de p21, como sí observábamos en los ensayos con células en 

cultivo, en los que p21 parecía ser uno de los principales mediadores en 

la respuesta a la expresión de los factores de reprogramación y su 

inhibición revertía parcialmente el efecto negativo observado en las 

células tumorales utilizadas. Esto puede ser debido a que el tipo celular 

utilizado en la caracterización en los ensayos con células, la línea de 

células humanas A549, difiere de las células de ratón de las que derivan 

los tumores evaluados en este último modelo o bien porque las vías 

moleculares que median en la respuesta a la expresión de los factores 

de reprogramación in vivo e in vitro sean distintas. 

En conjunto, los resultados de los tres modelos in vivo utilizados 

demuestran que la expresión de los factores de reprogramación afecta 

negativamente a la progresión tumoral, tanto desde su inicio, como 

observamos en los dos primeros modelos, como sobre tumores ya 

establecidos. Hemos demostrado también cómo la expresión de los 

factores de reprogramación induce apoptosis en tumores. Este resultado 

coincide con lo observado in vitro en la línea A549. Sin embargo, es 

necesario profundizar en los mecanismos activados en respuesta a la 

expresión de los factores de reprogramación en los modelos in vivo 

utilizados. In vitro parece que p21 juega un papel importante en la 

respuesta a la expresión de los factores. No obstante, en los modelos de 

progresión tumoral no hemos detectado un aumento para este marcador. 

Además, en los ensayos in vitro hemos demostrado cómo la expresión 

de los factores de reprogramación promueve la entrada en senescencia 

de parte del cultivo de A549, por lo que evaluar marcadores de 
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senescencia y seguir caracterizando los mecanismos y vías moleculares 

activadas en los modelos tumorales in vivo es necesario. 
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1. Hemos demostrado en diferentes células transformadas que la 

inducción de pluripotencia por reprogramación con factores genéticos 

definidos de estos tipos celulares es un proceso muy poco eficiente. 

2. La expresión de los factores de reprogramación reduce la 

viabilidad de células transformadas, tanto de ratón como humanas. 

3. La expresión de los factores de reprogramación destruye las 

colonias previamente formadas por las células A549. 

4. La expresión de los factores de reprogramación activa los 

procesos de apoptosis y senescencia celular, acompañados por un 

aumento en el daño al ADN en la línea celular A549. 

5. El efecto negativo sobre la línea celular A549 causado por la 

expresión de los factores de reprogramación es un proceso endógeno y 

no está mediado por factores solubles. 

6. La reducción de los niveles del inhibidor de CDKs p21 en células 

que expresan los factores de reprogramación recupera parcialmente la 

viabilidad celular y revierte de manera significativa el aumento 

observado en los marcadores de senescencia y apoptosis celular. 

7. El efecto negativo sobre la línea celular A549 causado por la 

expresión de los factores de reprogramación es dosis dependiente. 

8. Los factores de reprogramación responsables de reducir la 

viabilidad celular en las células A549 son Oct4 y Klf4, mientras que la 

expresión de Sox2 y Myc no parece afectar negativamente a las células. 

9. La expresión individual de los factores de reprogramación Oct4 

y Klf4 activa los procesos de apoptosis y senescencia en la línea celular 

A549, recapitulando lo observado con la expresión conjunta de los 

cuatro factores. 

10. La reducción de los niveles de p21 junto a la expresión 

individual de los factores Oct4 y Klf4 revierte parcialmente el aumento 

en marcadores de senescencia y apoptosis causado por estos factores de 

reprogramación. 

11. La expresión de los factores de reprogramación reduce la 

capacidad de formación de tumores de las células A549 y Cml57 

cuando son inyectadas en ratón y activa procesos de apoptosis celular. 

12. La expresión de los factores de reprogramación reduce el 

número de tumores previamente establecidos en un modelo de cáncer 
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de pulmón dirigido por la expresión del oncogén activo Kras y activa 

procesos de apoptosis celular. 
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En este trabajo evaluamos las dificultades que presentan las 
células transformadas para ser reprogramadas. Además, 
vemos como durante el proceso de reprogramación estas 
células se ven afectadas negativamente, por lo que decidimos 
estudiar el efecto de la expresión de los factores de 
reprogramación en células transformadas. Observamos que la 
expresión de los factores de reprogramación reduce la 
viabilidad de las células transformadas y activa los procesos de 
apoptosis y senescencia celular, acompañados por un aumento 
de daño en el ADN. También evaluamos el papel de p21 
en la respuesta celular a la expresión de los factores, 
demostrando que esta proteína juega un papel central como 
mediador en la activación de los procesos de senescencia y 
apoptosis observados durante la expresión de los factores de 
reprogramación.
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