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El melanoma cutáneo es un tumor maligno que se origina a partir de la 

transformación maligna de los melanocitos de la epidermis. El interés por este 

tumor es cada vez mayor, ya que la incidencia de esta neoplasia crece de modo 

constante y alarmante en la población general, pero principalmente en los países 

desarrollados desde los años 50. Entre las características del melanoma es bien 

conocido su potencial maligno, es decir, su elevada capacidad de diseminación y 

de metástasis. Esto, junto con el hecho de que no existe un tratamiento efectivo 

para el melanoma metastático, lo convierte en un tumor potencialmente letal.  

En la actualidad, la mejora del tratamiento del melanoma requiere establecer 

nuevos abordajes terapéuticos y factores pronósticos más eficientes, y para ello es 

necesaria una comprensión más detallada de las bases moleculares de esta 

patología. Recientes estudios han implicado a una familia de proteínas, las 

anexinas, con el desarrollo y la progresión de distintos tumores. Las características 

biológicas generales de las anexinas incluyen muchas acciones que son directa o 

indirectamente relevantes en determinados procesos tumorales; destacan su papel 

en la adhesión celular, la participación en la transducción de señales celulares, la 

inmunosupresión, la apoptosis, el mantenimiento de la integridad del 

citoesqueleto y la matriz extracelular y la respuestas frente a estímulos de 

proliferación y diferenciación celular. 

El objetivo principal de esta tesis ha sido establecer una relación entre la proteína 

Anexina A5 (ANXA5) y las propiedades invasivas de las células de melanoma, 

además de evaluar el posible valor pronóstico de esta proteína ANXA5 en el 

desarrollo de la enfermedad.  

Los resultados obtenidos confirman una expresión diferencial de la proteína 

ANXA5 entre las líneas celulares de melanoma analizadas. Se ha encontrado una 

correlación significativa entre la expresión de ANXA5 y la capacidad migratoria e 

invasiva de las líneas celulares de melanoma, lo que sugiere una implicación de 

dicha proteína en los mecanismos moleculares implicados en la migración y la 

invasión celular. 
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Tras el silenciamiento del gel ANXA5 se llevaron a cabo estudios de expresión 

génica utilizando arrays específicos donde se detectaron cambios de expresión de 

genes relacionados con la capacidad migratoria e invasiva de las células. 

Concretamente, en las células silenciadas destacan los genes sobreexpresados 

ARHGEF7, DPP4, PAK1, PAK4, y SRC, y genes cuya expresión se ve reducida: 

ACTN3, EGFR, FAP, LIMK1, MYL9, PFN1, PTK2, PTK2β, RAC1, RHO, TGFβ1, 

VEGFA y WASL. Tras seleccionar aquellos genes cuyo cambio de expresión se 

consideró más significativo, se analizó la variación en la cantidad de las proteínas 

ARHGEF7, FAP, PTK2β, RAC1, VEGFA y WASL mediante western blot. A través 

de los resultados obtenidos se evidencia que ANXA5 posee un efecto sobre las 

proteínas analizadas que, de modo directo o indirecto, están relacionadas 

principalmente con la regulación del citoesqueleto de actina. 

Por otro lado, hemos analizado los niveles séricos de la proteína ANXA5 en 155 

pacientes con melanoma y su relación con la progresión maligna de la 

enfermedad. Los resultados mostraron que los niveles séricos de ANXA5 

aumentan significativamente en los pacientes con melanoma frente a los controles 

sanos, pero especialmente aumentan significativamente en aquellos pacientes que 

desarrollaron metástasis en los dos primeros años de seguimiento clínico de la 

enfermedad. 

Análisis estadísticos multivariantes de regresión logística y análisis de 

supervivencia de Kaplan-Meyer ponen en evidencia que los niveles séricos 

elevados de ANXA5 se relacionan con la progresión metastática del tumor. En 

conclusión, independientemente del estadio tumoral, el aumento de los niveles 

séricos de ANXA5 es un marcador pronóstico de la progresión metastática. 
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1. Melanoma humano 
 
El melanoma cutáneo es un trastorno neoplásico de la piel que tiene su origen 

en la transformación maligna de los melanocitos situados en la capa basal de la 

epidermis. El melanoma se ha consolidado como una de las enfermedades 

cutáneas con mayor crecimiento en este siglo, y constituye una importante 

causa de morbilidad y mortalidad a escala mundial (Kim y cols., 2014; 

Weinstein y cols., 2014). Para entender la génesis del melanoma es 

fundamental conocer el órgano en el cual la enfermedad comienza su 

desarrollo: la piel. 

 

1.1. La piel 

La piel es el órgano de mayor tamaño del cuerpo humano y actúa como 

barrera protectora que aísla al organismo del medio que lo rodea protegiendo 

y manteniendo íntegras sus estructuras, al tiempo que actúa como sistema de 

comunicación con el entorno. La estructura general de la piel (Figura 1) se 

compone de tres estratos con funciones y componentes diferentes que se 

interrelacionan, y que del exterior al interior son: 

• Epidermis: es la superficie externa de la piel y está formada por un 

 epitelio plano queratinizado de un grosor medio de 0,1 mm. Este 

 estrato es de origen ectodérmico y no está irrigado por ningún vaso 

 sanguíneo. 

• Dermis: es una gruesa capa de tejido conectivo fibroelástico denso que 

 sostiene y nutre la epidermis. Este estrato es de origen mesodérmico, 

 está altamente vascularizado y posee numerosos receptores sensitivos. 

• Hipodermis: es el estrato más profundo de la piel y contiene 

 cantidades variables de tejido adiposo organizado en lobulillos 

 separados por tabiques de tejido conjuntivo laxo.  
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Ese epitelio pluriestratificado que forma la piel está compuesto en un 80-95% 

de queratinocitos que albergan en su interior queratina; en menor número se 

encuentran los melanocitos, encargados de sintetizar el pigmento fotoprotector 

denominado melanina; y aparecen también células de presentación antigénica 

de Langerhans, involucradas en la respuesta inmune; además de células 

mecano-receptoras de Merkel y células inflamatorias (Álvarez Mon-Soto y 

cols., 2005). 

 

Figura 1. Representación esquemática de la piel. En el dibujo aparecen representadas 
las tres capas principales que componen la piel: epidermis, dermis e hipodermis 
(Terese Winslow, 2008). 

 

Los melanocitos son células productoras de melanina, responsables de la 

pigmentación de la piel, que derivan de células de la cresta neural. Sus 

inmediatos precursores, los melanoblastos, emigran durante el primer 

trimestre de la gestación desde la cresta neural a diversas regiones anatómicas 

como la piel, la úvea y el folículo piloso (Hirobe, 2011). En condiciones 

normales, los melanocitos se sitúan en la capa basal epidérmica de la piel y 

contactan con los queratinocitos por medio de sus dendritas, existiendo un 

melanocito por cada 36-40 queratinocitos y por cada 8-9 células basales 

(unidad melano-epidérmica) (Figura 2).  
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La densidad de los melanocitos es variable dependiendo de la región 

anatómica (mayor en la región genital y areola mamaria), pero es muy 

constante entre los individuos de las distintas regiones geográficas 

continentales. Los melanocitos son células con un reducido poder de 

replicación, que presentan un citoplasma claro, no contienen desmosomas y 

cuya característica más destacada es que poseen unos orgánulos con 

membrana denominados melanosomas. En los melanosomas tiene lugar la 

síntesis de melanina a partir del aminoácido tirosina a través de una serie de 

reacciones catalizadas enzimáticamente. La transferencia de los melanosomas 

a los queratinocitos está mediada por las dendritas de los melanocitos. Sin 

embargo, a pesar de que hoy en día existe mucha información tanto de los 

melanocitos como de los queratinocitos, los mecanismos de interacción entre 

estos dos tipos celulares necesitan aún ser estudiados para entender los 

mecanismos mediante los cuales se transfiere la melanina (Gillbro y Olsson, 

2011). Los queratinocitos transportan la melanina en su migración hacia las 

capas superficiales de la epidermis, formando la unidad melano-epidérmica 

encargada de proteger la piel de la acción de los rayos solares.  

 

 
Queratinocito  Melanocito        Melanosoma 

 
Figura 2. Unidad melano-epidérmica. Melanocitos y queratinocitos localizados en la 
capa basal epidérmica (www.clinuvel.com/en/science-of-skin).  
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1.2. Etiopatogenia 

 

El melanoma resulta de las alteraciones moleculares en genes involucrados en 

la regulación, proliferación, diferenciación, adhesión celular y apoptosis 

celular (Gogas y cols., 2009). Las células sufren alteraciones en los mecanismos 

habituales de reproducción y crecimiento, lo que les impide responder a las 

señales reguladoras encargadas de mantener estos procesos dentro de los 

límites normales. 

El melanoma tiene un comportamiento biológico que determina el pronóstico 

de la enfermedad, ya que presenta dos fases de crecimiento, una radial o 

intraepidérmica y otra vertical o intradérmica. La fase de crecimiento radial 

(Radial Growth Phase, RGP) puede durar meses o años; la tumoración está 

limitada a la epidermis y no presenta capacidad de producir metástasis. En 

esta situación la extirpación quirúrgica es curativa. En la fase de crecimiento 

vertical (Vertical Growth Phase, VGP), la tumoración que crece en profundidad 

puede invadir la dermis y la hipodermis adquiriendo la capacidad de producir 

metástasis linfáticas o sanguíneas. Las células tumorales entran en el torrente 

sanguíneo y pueden alcanzar e invadir algún órgano del cuerpo produciendo 

metástasis a distancia. 

El desarrollo del melanoma a partir de una lesión melanocítica tiene lugar a 

través de diferentes niveles de progresión tumoral desde el nevus melanocítico 

hasta el melanoma (Figura 3). En la fase de nevus melanocítico, los melanocitos 

situados en la parte basal de la epidermis empiezan a dividirse aumentando en 

número y dando lugar a un nevus (lesión benigna) que se caracteriza por tener 

un crecimiento limitado. Este nevus puede sufrir variaciones de tamaño, forma 

y color, dando lugar a un nevus atípico o displásico (lesión premaligna) con 

una distribución irregular de las células. La fase de crecimiento radial del 

melanoma se caracteriza por una marcada atipia, una disminución de la 

diferenciación y una proliferación clonal, pero también por la incapacidad de 
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metastatizar. Sin embargo, en la fase de crecimiento vertical, las células 

tumorales invaden la dermis adquiriendo la capacidad de producir metástasis.  

Actualmente el buen pronóstico de los pacientes con melanoma depende de 

que se realice el diagnóstico en estadios iniciales de la enfermedad. En el 

melanoma metastático ya existe un crecimiento disociado del tumor primario 

con una proliferación tumoral en diferentes órganos a distancia del tumor 

primario. 

 

 

Figura 3. Representación de los niveles de progresión del melanoma (adaptado de 
Miller y Mihm, 2006). 

 

1.3. Epidemiología 

 

La incidencia y mortalidad del melanoma maligno cutáneo ha aumentado de 

forma espectacular en las últimas décadas. El incremento anual en las cifras de 

incidencia varía entre las diferentes poblaciones, pero desde principios de los 

años 60 del pasado siglo se ha detectado un incremento sostenido de la 

incidencia del melanoma de entre un 3-7% anual en la mayoría de los países 

occidentales (Bevona y Sober, 2002). Dentro de los cánceres de piel el 

melanoma representa aproximadamente un 4%; sin embargo, es responsable 
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del 80% de las muertes por cáncer cutáneo, lo que evidencia su agresividad y 

capacidad metastática (Acosta y cols., 2009). 

A pesar de que la incidencia del melanoma humano está creciendo 

constantemente en todo el mundo, la mortalidad ocasionada por este tumor no 

ha sufrido un aumento paralelo (De Giorgi y cols., 2012). Este hecho se debe al 

mayor conocimiento y concienciación social sobre el melanoma en la 

población, lo que conlleva un mayor número de detecciones y diagnósticos 

tempranos de la enfermedad. Gracias al diagnóstico precoz en estadios muy 

iniciales de la enfermedad, el número de muertes por melanoma no aumenta 

en la misma medida que los diagnósticos. 

Actualmente se diagnostican unos 200.000 casos de melanoma al año en todo 

el mundo. En Europa se diagnostican 88.000 casos de melanoma al año, 

encontrándose la máxima incidencia en Suiza (Lamberg, 2002). En España se 

diagnostican unos 3.600 casos anuales (Asociación Española Contra el Cáncer, 

AECC). Se registran casos prácticamente a cualquier edad, pero el rango que 

mayor número de casos abarca es el comprendido entre los 40 y 70 años. Al 

igual que en el resto de Europa, en España es un tumor más frecuente entre las 

mujeres que entre los hombres. En el País Vasco, entre 1986 y 2006, según el 

Registro del Cáncer, las tasas de incidencia pasaron de 3,1 a 8,9 por cada 

100.000 hombres y de 4,6 a 10,7 por cada 100.000 mujeres. La tasa de 

mortalidad ha aumentado en los hombres con un promedio anual de 2,8%, 

mientras que no se ha producido un cambio significativo en las mujeres 

(Figura 4).  
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Figura 4. Evolución de la incidencia y mortalidad del melanoma cutáneo por sexo y 
año en la Comunidad Autónoma del País Vasco. TBm: Tasa Bruta de mortalidad por 
100.000 habitantes, TAm: Tasa Ajustada con la población europea de mortalidad por 
100.000, TBi: Tasa Bruta de incidencia por 100.000 habitantes, TAi: Tasa Ajustada con 
la población europea de incidencia por 100.000. (Departamento de Sanidad y 
Consumo. Gobierno Vasco. 2010). 
 

Afortunadamente, la supervivencia de los pacientes con melanoma ha 

aumentado en ambos sexos, aunque con un incremento mayor en los hombres, 

en los que la supervivencia relativa a cinco años ha pasado del 61,5% en el 

periodo 1986-1989 al 78,9% en el periodo 2000-2004. En las mujeres el 

incremento de la supervivencia ha sido menor, del 81,7% al 90,8% para los 

mismos periodos (Figura 5). No obstante, la supervivencia depende en gran 

medida del estadiaje del tumor en el momento del diagnóstico. La 

supervivencia media a los cinco años en estadio I es superior al 90%; en estadio 

II se sitúa entre el 45-80%; en estadio III se sitúa entre el 25-70%; y en el estadio 

IV los valores bajan hasta entre el 6,7-18,8% (Rogers y Braun, 2002; Balch y 

cols., 2001). 
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Figura 5. Evolución de la supervivencia (%) a los cinco años del melanoma cutáneo 
por sexo en la Comunidad Autónoma del País Vasco (1986-2004). Supervivencia 
observada y Supervivencia relativa. (Departamento de Sanidad y Consumo. Gobierno 
Vasco. 2010). 
 
 
1.4. Etiología 

 

La etiología del melanoma, como en la mayoría de tumores, sigue siendo en 

gran parte desconocida. El melanoma se produce como resultado de complejas 

interacciones de factores genéticos y ambientales. El riesgo individual para el 

desarrollo de la enfermedad está determinado por factores dependientes del 

individuo y por factores exógenos que se pasan a describir a continuación. 

 

1.4.1. Factores dependientes del individuo 

• Edad: el riesgo de desarrollar melanoma aumenta con la edad. La edad 

 promedio de diagnóstico son 57 años. Este tumor se desarrolla 

 típicamente en adultos; sin embargo, la incidencia está aumentando en 

 individuos jóvenes. 

• Sexo: el melanoma es un tumor que aparece más en mujeres que en 

 hombres, siendo la proporción 2:1. Sin embargo, las estadísticas que 

 incluyen el sexo señalan mayor supervivencia en las mujeres. Esto se 

 atribuye a la localización del tumor primario, ya que en las mujeres es 

 más frecuente que se desarrolle en zonas de bajo riesgo. 
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• Fototipo cutáneo: el riesgo de desarrollar melanoma guarda relación 

 con los fototipos bajos, es decir, personas de piel blanca, ojos claros, 

 pelo rubio o rojizo y abundantes pecas. La frecuencia de melanoma es 

 mayor cuando estas personas se exponen intermitentemente a una 

 intensa radiación solar (Kanavy y Gerstenblith, 2011). En las personas 

 de piel negra la enfermedad suele tener peor diagnóstico, ya que 

 cuando es detectado el estadio suele ser más avanzado y por lo tanto la 

 supervivencia se ve comprometida. 

• Factores genéticos: el 90-95 % de casos de melanoma son esporádicos, 

 aunque un pequeño porcentaje tiene un componente hereditario. En 

 los casos hereditarios, lo que se transmite es un aumento en el riesgo 

 de desarrollar la enfermedad. 

• Presencia de nevus: la existencia de un número elevado de nevus 

 pigmentocelulares se correlaciona con una mayor probabilidad de 

 padecer melanoma, especialmente si estos nevi son atípicos. 

• Existencia previa de un melanoma: el riesgo relativo a desarrollar un 

 segundo melanoma es 70 veces superior al de desarrollar un primer 

 melanoma. 

• Inmunosupresión: los pacientes con inmunodeficiencias o con 

 tratamientos inmunosupresores presentan un riesgo mayor de 

 desarrollar melanoma (Sullivan y cols., 2012). 

 

1.4.2. Factores exógenos al individuo 

• Radiación solar (UV): actualmente se considera que la exposición a la 

 radiación ultravioleta es uno de los principales factores etiológicos del 

 melanoma. La radiación ultravioleta es un factor de riesgo para el 

 desarrollo de melanoma, ya que produce roturas cromosómicas y 

 alteraciones en la estructura del ADN celular que favorece la 
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 transformación maligna (Kovalyshyn y cols., 2009; Volkovova y cols., 

 2012). 

• Factores químicos: existe una asociación positiva entre el desarrollo de 

 melanoma y la administración de fármacos como el clomifeno, la 

 gonadotropina coriónica humana, la levadopa y los beta-bloqueantes 

 (Siple y cols., 2000; Young y cols., 2001). También la exposición a 

 ciertos compuestos químicos como bifenilos policlorados (PCB) y 

 cloruro de polivinilo (PVC) se ha asociado a la aparición de melanoma 

 (Balch y cols., 1998). 

 

1.5. Diagnóstico y estadiaje 

 

El diagnóstico clínico de melanoma se basa en el reconocimiento de las 

características clínicas de las formas de melanoma, es decir, la observación de 

una lesión pigmentada. El mejor método para prevenir la enfermedad 

metastática es el diagnóstico en las fases iniciales con el fin de eliminar 

rápidamente el tumor primario, ya que el melanoma localizado únicamente en 

la epidermis presenta una curación próxima al 100%.  

La utilización sistemática de los criterios clínicos resumidos en el acróstico 

ABCD descrito por Friedman en 1985 es útil para discriminar entre las lesiones 

benignas y aquellas sobre las que existe un grado de sospecha (Friedman y 

Rigel, 1985). Este método se basa en el análisis de las siguientes características: 

Asimetría de la lesión pigmentada (A), Bordes irregulares (B), Color 

heterogéneo (C), Diámetro de la lesión pigmentada (D) (Figura 6).  

En los últimos años se ha sugerido ampliar el acróstico de ABCD a ABCDE, 

añadiendo la E por evolving, cuya correcta traducción sería la evolución o 

transformación y hace referencia a los cambios de tamaño, la forma o el color, 

los síntomas o la superficie (Abbasi y cols., 2005). 
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Figura 6. Criterios clínicos de diagnóstico del melanoma (ABCDE) (adaptado de 
http://www.headandneckcancerguide.org). 
 
 
Estos criterios en ocasiones no son suficientes, lo que ha llevado a la búsqueda 

de nuevos criterios de diagnóstico. Actualmente, los principales parámetros 

histológicos que permiten valorar el diagnostico y estimar el riesgo de la lesión 

son los denominados niveles de invasión de Clark y las medidas de grosor 

tumoral de Breslow (Clark y cols., 1969; Breslow, 1980). 

Clark describió dos fases en el desarrollo del melanoma: fase radial y fase 

vertical. El crecimiento radial es superficial, con escasa capacidad de 

metastatizar y curable mediante cirugía, mientras que el crecimiento vertical 

comprende la proliferación y propagación de las células tumorales hacia la 

dermis y/o la hipodermis. Los niveles de invasión definidos por Clark reflejan 

el grado de profundidad y la penetración de las células tumorales en las 

estructuras de la piel (Figura 7).  

El método Breslow mide el grosor de la lesión en milímetros desde la parte 

más superficial de la capa granular de la epidermis hasta el lugar donde se 

localiza la célula más profunda del tumor. Ésta es una técnica reproducible y 

se correlaciona adecuadamente con el pronóstico y el riesgo de desarrollar 

metástasis. 
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Figura 7. Niveles de invasión de Clark e índice de Breslow. Niveles de invasión de 
Clark basados en la invasión tumoral de los tejidos e índice de Breslow basado en la 
medición milimétrica de la profundidad del tumor (imagen original del Dr.Alegre de 
Miguel, Universidad de Valencia). 

 

Los criterios para la clasificación del melanoma maligno se han modificado en 

gran medida a lo largo de los años. Al igual que en la mayoría de neoplasias 

malignas, el personal sanitario utiliza el sistema del tumor, nódulo linfático y 

metástasis (TMN) desarrollado por la AJCC (American Joint Committee on 

Cancer) para establecer las etapas de la mayoría de los cánceres (Tabla 1).  
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Tabla 1. Clasificación TNM según AJCC. 8ª Edición, 2009. 

Tumor primario (T) 

Tx El tumor no puede ser evaluado 
T0 Sin evidencia del tumor primario 
Tis Melanoma in situ 

T1 
≤1,0 mm  
a) sin ulceración y mitosis <1/mm2 

 b) con ulceración o mitosis ≥1/mm2 

T2 
1,01 – 2,0 mm  
a) sin ulceración 
b) con ulceración 

T3 
2,01 – 4,0 mm  
a) sin ulceración 
b) con ulceración 

T4 
>4,0 mm 
 a) sin ulceración 
 b) con ulceración 

 
 

Ganglio linfático 
regional (N) 

Nx Los ganglios linfáticos regionales no pueden evaluarse 
N0 Ganglios regionales negativos 

N1 
1 ganglio linfático afectado 
a) micrometástasis 
b) macrometástasis 

N2 

2 – 3 ganglio linfáticos afectados 
a) micrometástasis 
b) macrometástasis 
c) metástasis en tránsito o lesiones satélites 

N3 4 o más ganglios afectados 
 
 

Metástasis a distancia (M) 

M0 Ausencia de metástasis a distancia 
Mx Metástasis no evaluables 

M1a Metástasis cutáneas, subcutáneas o ganglionares a distancia. Lactato 
deshidrogenasa (LDH) normal 

M1b Metástasis pulmonares. LDH normal 

M1c Metástasis en otras vísceras con LDH normal o metástasis a distancia 
con LDH elevada 
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Este sistema se basa en la evaluación de tres componentes: la extensión del 

tumor primario, la ausencia o presencia de afectación neoplásica de ganglios 

linfáticos regionales y la ausencia o presencia de metástasis a distancia. El 

estudio de la extensión del melanoma primario (T) se basa en la medida en 

milímetros de su espesor, además de la presencia o ausencia de ulceración. El 

siguiente parámetro es el ganglio centinela, que es el primer ganglio linfático 

regional (N) que recibe la linfa de la zona donde se localiza el tumor primario. 

Si el ganglio centinela es positivo, significa que presenta metástasis que 

pueden ser microscópicas o macroscópicas. Además, también se diferencia 

entre lesiones satélite, que hace referencia a la presencia de agrupaciones de 

células tumorales de más de 0,05 mm de tamaño en la misma sección 

histológica que el tumor primario, y metástasis en tránsito, que son lesiones 

neoplásicas a más de 3 cm del tumor primario pero que no han llegado al 

ganglio linfático de drenaje. El último parámetro se determina con la presencia 

y localización de metástasis a distancia (M), e incluye también los niveles 

séricos de lactato deshidrogenasa (LDH) (Balch y cols., 2001). 

La combinación de las diferentes categorías TNM dio lugar al sistema de 

estadiaje AJCC en el año 2009, donde la incorporación de datos de mapeo 

linfático con la biopsia del ganglio centinela y la enfermedad micrometastática 

permiten categorizar a los pacientes en estadios tanto clínicos como 

patológicos (Sabel y cols., 2000; Balch y cols., 2009) (Tabla 2). 

El estadiaje clínico incluye el microestadiaje del melanoma primario y la 

valoración clínica y radiológica de la presencia de metástasis. El estadiaje 

anatomo-patológico incluye el microestadiaje del melanoma primario y la 

información patológica de los ganglios linfáticos regionales tras la 

linfadectomia parcial o completa. Los pacientes con el estadio 0 ó IA no 

requieren estudio patológico de los ganglios linfáticos. 
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Tabla 2. Sistema de estadiaje AJCC 2009. 

 

 

1.6. Tipos de melanoma 

 

Clásicamente se describen 4 formas clínico-patológicas de melanoma cutáneo 

en relación a su localización anatómica y a su evolución (Figura 8). 

1.6.1. Melanoma de extensión superficial (MES) 

El melanoma de extensión superficial es la forma más frecuente en la 

población caucasoide y representa el 70% de los casos de melanoma. El 

MES es una lesión plana, asimétrica e hipercrómica que se diagnostica en 

pacientes con edades comprendidas entre 30 y 50 años. Se asocia a 

exposición solar intermitente y se localiza indistintamente en cualquier 

parte del cuerpo, siendo más frecuente en el torso de los hombres y en las 

extremidades inferiores de las mujeres. La lesión clínica suele presentarse 

como una lesión pigmentada, de más de 5 mm de diámetro, de color 

marrón oscura, negra o heterecroma.  
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1.6.2. Melanoma nodular (MN) 

El melanoma nodular es la segunda forma de melanoma en cuanto a 

frecuencia en la población y comprende entre el 10 y el 30% de los casos. 

Los pacientes diagnosticados suelen tener entre 40 y 60 años. 

Clínicamente la lesión se manifiesta como una lesión papulo-nodular 

pigmentada con un crecimiento rápido y con tendencia a ulceración. El 

crecimiento rápido hacia la profundidad de la dermis la identifica como 

la forma más agresiva y con mayor capacidad metastática. 

1.6.3. Lentigo maligno de melanoma (LMM) 

Esta forma de melanoma representa el 10 o 15% de los melanomas. 

Normalmente aparece en pacientes de edades avanzadas, ya que este 

tipo de melanoma se asocia a largos periodos de exposición solar. Las 

lesiones de LMM se localizan principalmente en áreas expuestas, 

especialmente en cabeza y cuello. La lesión inicial es una mácula 

asimétrica de color pardo con crecimiento radial lento y bordes 

irregulares, la cual se va oscureciendo a lo largo de la evolución. 

Generalmente, tras su extirpación quirúrgica completa, la supervivencia 

es larga y libre de metástasis. 

1.6.4. Melanoma lentiginoso acral (MLA) 

El melanoma lentiginoso acral es el menos frecuente en la población 

caucasoide, representando un 2-8% de los melanomas; sin embargo, es la 

forma más frecuente en personas de raza negra o asiática (Clarks y cols., 

1986). Esta forma de melanoma es más frecuente en individuos a partir 

de 65 años. El MLA se localiza especialmente en palmas de las manos y 

plantas de los pies, así como en mucosas y en las uniones mucocutáneas 

oral y genital. Las lesiones muestran bordes irregulares, ulceración de 

forma frecuente y un diámetro que oscila entre 2 y 3 cm en el momento 

del diagnóstico. 
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          MES       MN           LMM                  MLA 
 
Figura 8. Fotografías de los tipos de melanoma cutáneo más comunes. MES: 
Melanoma de Extensión Superficial, MN: Melanoma Nodular, LMM: Lentigo Maligno 
melanoma, MLA: Melanoma Lentiginoso Acral (www.dermis.net). 
 

Asimismo, existen formas menos frecuentes de melanoma como melanoma 

spitzoide, melanoma de células pequeñas, nevus azul marino, melanoma 

desmoplásico, melanomas oculares (conjuntivales o uveales), mucosos y 

sarcoma de células claras entre otros, que únicamente mencionamos por 

tratarse de tipos histológicos mucho menos frecuentes que los anteriormente 

descritos (Barnhill y Gupta, 2009). 

 

1.7. Alteraciones genéticas asociadas a melanoma 

 

El melanoma es una enfermedad poligénica multifactorial en la que 

intervienen factores ambientales que actúan sobre una predisposición o 

susceptibilidad genética (Bertolotto, 2013). La predisposición genética a 

padecer la enfermedad se explica en gran medida por la existencia de 

mutaciones germinales, que se transmiten de generación en generación, a 

diferencia de las mutaciones somáticas, que se adquieren con posterioridad al 

nacimiento y no se heredan. Actualmente se conocen más de 600 genes, 

relacionados directa o indirectamente con la patogenia del melanoma, que 

interactúan de manera compleja y que intervienen en el desarrollo tumoral 

(Hocker y cols., 2008). 

En la tabla 3 se muestran los principales genes asociados a la génesis y 

progresión del melanoma. De forma general, existen dos tipos de mutaciones: 

las mutaciones germinales y las mutaciones somáticas.  
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Tabla 3. Características de los principales genes involucrados en la génesis y 
progresión del melanoma (adaptado de González, 2010). 
 

Gen Funciones 
 

Características 

CDKN2A 
Regula la apoptosis y el ciclo 
celular. Actúa a través de p53 

y Rb 

Mutación germinal. Mayor gen de 
susceptibilidad al melanoma. 

Alta penetrancia. Riesgo alto para 
melanoma 

CDK4 
Oncogén. Actúa a través de 

Rb 

Mutación germinal. Riesgo alto para 
melanoma 

MCR1 
Regula la melanogénesis y la 
proliferación del melanocito 

Mutación germinal. Gen de baja 
penetrancia. Riesgo bajo a moderado 

para melanoma 

RAF/ 
RAS 

Vía señalización MAPK. 
Activan proliferación, 

supervivencia e invasión 
celular 

Mutación somática. 
B-RAF: mutado 20-80% melanomas 
RAS: mutado 25-50% melanomas 

PTEN 

Gen supresor tumoral. Inhibe 
PI3K/AKT. Inhibe 

proliferación celular y 
estimula apoptosis 

Mutación somática. 
Mutado en 15-45% melanomas 

TP53 Regulación apoptosis 
Mutación somática. 

Mutado en 10% melanomas 

Familia 
BCL-2 

Regulación apoptosis 
Mutación somática. 

Componentes pro- y anti-apoptóticos 

MITF 
Regulación supervivencia y 

melanogénesis 

Mutación somática. Interrelacionado con 
CDKN2A, CDK2, BCL-2, ERK, B-RAF y 

otros 

cKIT 
Protooncogén. Regula la 
proliferación y apoptosis 

Mutación somática. 
Amplificado/mutado en 20% 

melanomas 
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1.7.1.  Mutaciones germinales asociadas a melanoma 

El melanoma mayoritariamente se presenta como casos esporádicos; sin 

embargo, existe un porcentaje entre 5 y 10% de casos denominados 

melanoma familiar con un claro componente hereditario. En el 

melanoma familiar se ha demostrado la existencia de un patrón de 

herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta. Esta 

susceptibilidad a melanoma se expresa con la presencia de múltiples 

casos de melanomas en familiares de primer o segundo grado, 

habitualmente asociado a múltiples nevus o nevus displásicos. Mediante 

estudios citogenéticos, moleculares y de ligamiento se han identificado 

dos genes de alta penetrancia, CDKN2A y CDK4, y algunos genes de 

baja o media penetrancia, como el gen MCR1 (Thompson y cols., 2009; 

Tsao y cols., 2012). 

Respecto a los genes de alta penetrancia, el primer gen asociado a 

melanoma familiar fue el gen CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 

24), que es el mayor gen de susceptibilidad al melanoma, y 

posteriormente se identificaron mutaciones en el gen CDK4 (Cyclin-

dependent kinase 4). La frecuencia de mutaciones en ambos genes es baja 

en la población general, pero cuando aparecen el patrón de herencia es 

mendeliano, y confieren un riesgo muy elevado a padecer melanoma.  

Las mutaciones en los genes de baja penetrancia se asocian a riesgos 

menores de desarrollar melanoma, pero al detectarse con mayor 

frecuencia en la población, su determinación tiene un mayor impacto en 

términos de prevención sanitaria y seguimiento de pacientes con riesgo. 

Este grupo de genes son: MC1R (Melanocortin 1 Receptor), ASIP (Agouti 

Signaling Protein), OCA2 (Oculocutaneous albinisim II), HERC2 (HECT and 

RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2), TYR (Tyrosinase), 

TYRP1 (Tyrosinase-related protein 1) y SLC45A2 (Melanoma antigen AIM1). 
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1.7.2. Mutaciones somáticas asociadas a melanoma 

Como prácticamente en todos los tumores malignos, durante el 

desarrollo del melanoma tiene lugar una acumulación progresiva de 

anormalidades en el ADN que genera inestabilidad genética, que 

finalmente conduce a la transformación maligna. Muchas de las 

mutaciones somáticas asociadas a melanoma provocan alteraciones en 

rutas de señalización como la ruta de señalización de las MAPK 

(Mitogen-Acitvated Protein Kinases) o PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) 

(Figura 9). A continuación describiremos las mutaciones que 

actualmente tienen mayor relevancia. 

 

 
 

Figura 9. Vías de señalización implicadas en el desarrollo del melanoma (adaptado 

de Regard, 2013). 
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La vía MAPK es el centro de numerosos estudios desde que se describió 

su frecuente sobreactivación en el melanoma maligno y además incluye 

NRAS-B-RAF-MEK (Mitogen-activated kinases) y ERK (Extracellular-

related kinases) (Meyer y cols., 2003; Meier y cols., 2005; Yajima y cols., 

2012). La vía MAPK interviene en la proliferación, supervivencia e 

invasión celular, y existen mutaciones en distintos componentes de la 

vía, principalmente en los miembros de la familia RAS, muy asociados 

al melanoma. Dentro de esta familia de proteínas, NRAS se encuentra 

alterado en el 95% de los melanomas familiares y el 26% de los casos de 

melanoma esporádico (Hocker y Tsao, 2007). El gen RAF, un 

protooncogén, genera 3 isoformas: A-RAF, B-RAF y C-RAF. De las tres 

isoformas, B-RAF es el más potente activador de MEK y es el oncogén 

más frecuentemente mutado en cáncer, incluyendo al melanoma. La 

mutación somática más frecuente en B-RAF es la denominada V600E, 

que se presenta en un 90% de los melanomas (Russo y cols., 2009). 

La ruta PI3K es otra de las vías de señalización comúnmente alterada en 

los tumores humanos. Se ha observado un incremento de la expresión 

de PI3K y de AKT durante la progresión desde nevus benigno a 

melanoma temprano, aumento que es significativamente mayor en 

casos de melanoma metastático (Davies, 2012). Aunque las mutaciones 

en PI3K son poco comunes (aproximadamente en 1% de melanomas) se 

han descrito mutaciones en otros componentes de la ruta como AKT, 

que parece tener un papel importante en la progresión tumoral, o como 

PTEN, que aproximadamente entre el 30 y 50% de los melanomas 

presentan mutaciones o pérdidas alélicas del gen (Dai y cols., 2005; 

Fecher y cols., 2007; Hocker y cols., 2008). 
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1.8. Tratamiento del melanoma  

 

El tratamiento del melanoma está condicionado por el tipo y el estadio del 

tumor, además de por otros factores como el estado de salud y la edad del 

paciente. El diagnóstico precoz es esencial para la curación del melanoma, ya 

que no existen tratamientos efectivos para el melanoma metastático. 

Actualmente existen cuatro tipos de tratamiento que pueden utilizarse de 

forma combinada: cirugía, radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia. 

1.8.1. Tratamiento quirúrgico del melanoma primario 

La cirugía es el tratamiento más común del melanoma primario. 

Establecido el diagnóstico de melanoma primario y el nivel de invasión 

(índice de Breslow), se planifica la exéresis completa de la lesión tumoral 

hasta la fascia muscular adyacente y una parte del tejido sano que hay a 

su alrededor para evitar que el cáncer se reproduzca en caso de que haya 

invadido otras zonas cercanas. Los márgenes de resección apropiados 

deben estar en relación con el grosor tumoral (Tabla 4) (Veronesi y cols., 

1988; Balch y cols., 2001). 

 

Tabla 4. Márgenes quirúrgicos para la exéresis del melanoma primario en relación 
al espesor tumoral (tomado de Cancer of the skin, 2nd Edition, 2011). 

Espesor tumoral Margen de resección (cm) 

In situ 0,5-1 
≤ 1 mm 1 

1 – 2 mm 2 
2-4 mm 2 
≥ 4 mm 2 – 3 
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Cuando el melanoma se diagnostica precozmente, es decir, no ha 

sobrepasado la fase de crecimiento radial, la escisión quirúrgica permite 

la curación. Sin embargo, cuando el melanoma ha alcanzado la fase de 

crecimiento vertical, es decir, que el tumor tiene capacidad metastática, el 

tratamiento con cirugía no es tan eficaz y han de combinarse varios 

tratamientos. 

1.8.2. Biopsia del ganglio centinela 

La evolución clínica del melanoma se caracteriza por su tendencia a 

metastatizar. En caso de tener lugar, las primeras metástasis en aparecer 

suelen ser las metástasis linfáticas, bien alrededor del tumor inicial 

(satelitosis), en el trayecto entre el tumor y los ganglios regionales 

(metástasis en tránsito), o en los ganglios linfáticos regionales (metástasis 

ganglionares), apareciendo en último lugar metástasis generalizadas a 

través de dispersión vía hemática.  

La presencia o no de metástasis linfáticas regionales en los pacientes con 

melanoma tiene un valor pronóstico en relación a la supervivencia. Si 

existen metástasis linfáticas, la supervivencia a los 5 años se reduce a un 

30-50%. La técnica conocida como Biopsia del Ganglio Centinela (BGC) 

permite diferenciar aquellos pacientes con afectación ganglionar. Esta 

técnica desarrollada por Morton se basa en el concepto de que un ganglio 

denominado centinela sería el primer ganglio en recibir el drenaje 

linfático de un tumor y sería el primero en mostrar metástasis (Morton y 

cols., 1992). Mediante el uso de colorantes o isótopos inyectados en la 

zona del tumor primario, se puede localizar dicho ganglio y estudiarlo 

histológicamente, lo que permite identificar aquellos pacientes en los que 

existen metástasis linfáticas clínicamente ocultas (Figura 10). La BGC 

requiere de un equipo multidisciplinar formado por cirujanos, médicos 

nucleares y patólogos. En manos expertas se identifican un 95% de los 
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ganglios centinelas con menos de un 5% de falsos positivos (Balch y 

Gershenwald, 2014).  

 

Figura 10. Representación del estudio del ganglio centinela (tomado de Terese 
Winslow, 2008).  

 

1.8.3. Radioterapia 

El melanoma maligno se ha considerado como relativamente 

radiorresistente. Sin embargo, algunos estudios sugieren que en este tipo 

de cáncer la dosis total administrada sería menos importante que el 

hecho de administrar una dosis alta en cada sesión (Ang y Ballo, 2003). 

Actualmente, el papel de la radioterapia se limita al tratamiento paliativo 

de metástasis óseas y cerebrales de melanoma, a los casos de compresión 

medular, y a aquellos casos en los que haya mal control de la enfermedad 

cutánea y la cirugía esté contraindicada (Bichakjian y cols., 2011). Sus 

efectos secundarios son múltiples y dependen tanto de la dosis 

administrada como del tipo de radiación y de la zona anatómica a 

irradiar. 

1.8.4.  Quimioterapia 

Clásicamente, el melanoma maligno se ha considerado como un tumor 

quimiorresistente debido al limitado número de agentes citotóxicos que 

han demostrado eficacia en esta patología. La administración de 

quimioterapia se utiliza cuando el melanoma se ha extendido desde el 
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lugar de origen a otras partes del cuerpo, aunque la media de 

supervivencia para pacientes con melanoma metastático (estadio IV) es 

menor de un año. 

La quimioterapia con dacarbazina (DTIC) se considera de elección en el 

melanoma metastático, pese a tener un índice de respuesta muy bajo, de 

entre el 10 y 20%, con una duración media de la respuesta entre 4 y 6 

meses (Tarhini y Agarwala, 2006). Se trata de un agente alquilante que se 

administra de forma intravenosa y que tiene como efectos secundarios 

más importante el producir nauseas y vómitos, además de cefalea, 

cansancio y en ocasiones diarrea.  

Hace algunos años se introdujo la temozolamida (TMZ), un fármaco que 

se puede administrar por vía oral y que da lugar al mismo metabolito 

activo que la dacarbazina tras su absorción; es capaz de atravesar la 

barrera hematoencefálica, por lo que se utiliza en pacientes con 

metástasis cerebrales (Algazi y cols., 2010). Muchas otras drogas se han 

utilizado solas o en combinación con DTIC en melanoma sin que ninguno 

haya mostrado mayor eficiencia que la DTIC en monoterapia (Tsao y 

cols., 2004). 

1.8.5. Inmunoterapia 

La capacidad del melanoma para generar una respuesta inmune efectora, 

junto a su alta resistencia a la quimioterapia y radioterapia han 

conducido a la búsqueda de soluciones terapéuticas en la modulación del 

sistema inmunitario. Existen numerosas evidencias del carácter 

inmunogénico del melanoma, por ello la inmunoterapia es un 

tratamiento adyuvante muy utilizado en pacientes con melanoma. En los 

últimos años, se ha producido un incremento en los ensayos clínicos y se 

han estudiado múltiples agentes inmunoterapeuticos: vacunas derivadas 

de las células de melanoma o lisados celulares, transferencia de linfocitos 

autólogos infiltrantes del tumor pre-estimulados in vitro, antígenos de 
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melanoma como MART-1 o tirosinasa, entre otros (Algazi y cols., 2010; 

Tronnier y Mitteldorf, 2014).  

En la contribución de la inmunoterapia en el tratamiento del melanoma 

destaca la aprobación por la FDA (US Food and Drugs Administration) y 

por la EMEA (European Medicines Agency) de dos anticuerpos 

monoclonales dirigidos a moléculas inmunomoduladoras tales como 

ipilimumab para CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4) y 

pembrolizumab para PD-1 (programed death-1) (Aris y Barrio, 2015). El 

ipilimumab fue aprobado por ambas agencias en 2011 y el 

pembrolizumab fue aprobado por la FDA en septiembre de 2014, 

proporcionando ambos mejoras en el tratamiento de melanomas 

avanzados y sin tratamiento quirúrgico (Robert y cols., 2014). Por otro 

lado, las citocinas han demostrado eficacia terapéutica en el tratamiento 

del melanoma; se están utilizando en clínica el interferón alfa (IFNα) y la 

interleucina 2 (IL-2), aunque su uso sigue siendo controvertido (Jha y 

cols., 2014). 

1.8.6. Terapia dirigida 

La identificación de mutaciones en el gen B-RAF en un alto porcentaje de 

los melanomas ha abierto la puerta a la investigación en terapia dirigida. 

Se han desarrollado múltiples inhibidores de la actividad de B-RAF muy 

potentes y selectivos entre los que destaca PLX4032 (verumafenib) y 

GSK2118436 (dabrafenib). PLX4032 es un nuevo inhibidor de tirosina-

quinasas con especificidad para B-RAF cuando presenta la mutación 

V600E (Algazi y cols., 2010). Ensayos clínicos han demostrado la eficacia 

en la reducción del tumor y una mayor tasa de supervivencia de los 

pacientes con el tratamiento del melanoma con PLX4032. El tratamiento 

con GSK2118436 también ha mostrado ser eficaz en los ensayos clínicos 

(Johnson y cols., 2014). El estudio de Johnson y colaboradores propone, 

además, que la combinación de inhibidores de B-RAF (dabrafenib) e 
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inhibidores de MEK (trametinib) parece ser más apropiada, ya que 

proporciona un beneficio clínico en pacientes con melanoma (Johnson y 

cols., 2014). 

En resumen, en poco más de 5 años, varios fármacos han demostrado una 

ventaja en la supervivencia para el tratamiento del melanoma. En la 

actualidad, hay cinco categorías de fármacos aprobados por la FDA (US 

Food and Drug Administration), incluyendo la quimioterapia con 

dacarbazina, las citoquinas (IL-2 y IFNα), medicamentos de terapia 

dirigida incluyendo inhibidores de B-RAF (vemurafenib y dabrafenib) e 

inhibidores de MEK (trametinib), agentes de inmunoterapia anti-CTLA-4 

(ipilimumab) o anti-PD1 (pembrolizumab) y la combinación de varios de 

ellos (dabrafenib y trametinib) (Figura 11) (Ascierto y cols., 2014). 

 

 

Figura 11. Mutaciones clave del desarrollo de melanoma y sus dianas terapéuticas 
(tomado de Ji y cols., 2012). 
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2. Migración celular y desarrollo del potencial invasivo  

 

Las células de melanoma muestran una amplia variedad en las características 

fenotípicas y conductuales, siendo capaces durante la metástasis de adquirir 

cambios en las propiedades de la motilidad e invasión (Hoek y cols., 2008). A 

pesar de ser considerable el conocimiento de los mecanismos moleculares que 

subyacen a la progresión tumoral, existe un conocimiento limitado de los 

mecanismos que rigen la motilidad y capacidad invasiva de las células de 

melanoma.  

A nivel celular, la capacidad invasiva del melanoma es la combinación de 

varios mecanismos: la denominada transición epitelio-mesénquima, la pérdida 

o alteraciones en la adhesión intercelular, la pérdida de adhesión a la matriz 

extracelular, la degradación de la matriz y la migración celular (Haass y cols., 

2014). Todos estos procesos celulares están muy regulados y estrechamente 

interconectados mediante diversas rutas de señalización como la vía MAPK, 

PI3K (Figura 12) y Wnt/β-catenina (Larue y Beermann, 2007).  

 

 
 

 
Figura 12. Papel de PI3K en la regulación de la organización del citoesqueleto de 
actina y la migración celular (adaptado de BioCarta). 
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La transición epitelio-mesénquima (TEM) es un complejo proceso biológico 

presente durante la embriogénesis, carcinogénesis, metástasis y recurrencia 

tumoral de los cánceres epiteliales (Li y cols., 2015). En este proceso las células 

epiteliales, que normalmente interactúan con la membrana basal a través de su 

superficie basal, pierden sus características epiteliales y adquieren un fenotipo 

mesenquimal, lo que conduce a un aumento de las propiedades migratorias y 

e invasivas sobre los tejidos circundantes (Kalluri y Weinberg, 2009; Zaravinos, 

2015; Li y cols., 2015). La TEM desempeña un papel clave ya que confiere 

propiedades metastáticas en múltiples tumores sólidos mediante la alteración 

de la integridad de las uniones celulares con la disminución de la expresión de 

proteínas implicadas en la interacción célula-célula, como la E-Cadherina y la 

γ-Catenina, y con el aumento de expresión de marcadores mesenquimales, 

tales como Vimentina, N-Cadherina y fibronectina, así como promoviendo la 

activación de algunas metaloproteasas de matriz y una fuerte reorganización 

del citoesqueleto de actina (Yilmaz y Christofori, 2009; Nakamura y Tokura, 

2011; De Craene y Berx , 2013). 

La adquisición de la capacidad de las células tumorales para migrar representa 

una característica clave en la metástasis del cáncer, pero también la migración 

celular es fundamental en procesos tan importantes como la embriogénesis y la 

homeostasis de organismos multicelulares (Eccles y cols., 2013). Estudios 

recientes sugieren que las células de melanoma readquieren aspectos del 

programa embrionario en cuanto a la expresión de genes implicados en la 

migración de células de la cresta neural para facilitar la plasticidad del 

desarrollo y la metástasis (Bailey y cols., 2012). Es más, numerosos factores 

implicados en el proceso de diferenciación de los melanocitos también se 

encuentran implicados en el control de la migración celular.  

Una de las características del proteoma de los melanomas más migratorios es 

la aparición de cambios en la regulación y en la dinámica del citoesqueleto de 

actina (Maes y cols., 2014). La reorganización del citoesqueleto de actina posee 

un papel clave en la migración celular y la invasión, ya que los procesos de 
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polimerización de actina proporcionan la fuerza motriz necesaria para la 

protrusión de la membrana plasmática de las células que migran (Park y cols., 

2012). Este proceso está regulado por los miembros de la familia de Rho 

GTPasas, por proteínas del síndrome Wiskott-Aldrich (WASP) y por el 

complejo Arp2/3 (Pollard y Borisy, 2003). Las proteínas de la familia Rho, en 

particular RAC1 y CDC42, se activan en respuesta a diversos estímulos 

extracelulares que transmiten a través de las proteínas de la familia WASP 

hacia el complejo Arp2/3. Por lo tanto, cuando las células reciben estímulos 

extracelulares, las proteínas WASP activan el complejo Arp2/3 e inducen una 

polimerización rápida de actina que conduce a la migración celular y a la 

invasión (Figura 13).  

Además de los reguladores de la reorganización del citoesqueleto de actina 

ampliamente descritos como WASP y RAC1, existen otras moléculas que se 

relacionan directa o indirectamente con esta regulación. Son muchos los 

trabajos que vinculan a un GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor), 

denominado ARHGEF7 o β-PIX con la dinámica de la membrana en el 

contexto de la migración celular (Frank y Hansen, 2008; Van Buul y cols., 

2014). ARHGEF7 destaca por su cooperación en la formación de lamelipodios 

y por mediar en la dispersión celular a través de la activación de RAC1 

(Rosenberger y Kutsche, 2006). Por otro lado, destaca PTK2β, conocida 

también como PYK2, que pertenece a la familia de proteínas FAK (Focal 

Adhesion Kinase). Estas proteínas interactúan con RHO, RAC1, CDC42 y 

también con el complejo N-WASP (Tai y cols., 2015), y múltiples estudios 

evidencian su control sobre la reorganización del citoesqueleto de actina (Wu y 

cols., 2004; Yilmaz y Christofori, 2009) y, por consiguiente, con la invasión 

tumoral (Kornberg, 1998; Steeg, 2006; Li y cols., 2015). 
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Figura 13. Esquema de los principales mecanismos y moléculas implicadas en la 
regulación del citoesqueleto de actina (tomado de Vicente-Manzanares y cols., 2005). 
 

Además de cambios en la capacidad migratoria, para que tenga lugar una 

metástasis, las células de melanoma tienen que modificar su adhesión a la 

matriz extracelular, sus interacciones con las células del estroma y su 

capacidad proteolítica para superar las barreras fisiológicas tales como las 

membranas basales. 

La invasión de las células de melanoma tanto a nivel local como a distancia del 

tumor primario es un proceso complejo y dinámico que depende en gran 

medida de la expresión de proteasas que degradan la matriz extracelular. La 

mayoría de estas proteasas pertenecen al sistema del activador del 

plasminógeno tipo uroquinasa (uPA), a la familia de cisteinproteinasas y, 

especialmente, a la familia de las metaloproteasas de la matriz (MMP). Las 

MMP tienen gran importancia ya que son capaces de degradar la práctica 
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totalidad de los componentes de la matriz extracelular, lo cual es clave en 

procesos fisiológicos como el desarrollo embrionario, la reparación de tejidos o 

la angiogénesis. Del mismo modo, las MMP también intervienen en procesos 

patológicos como es el caso de la artritis reumatoide, la ateroesclerosis, la 

osteoartritis, la periodontitis, enfermedades neuroinflamatorias y, 

especialmente, en la invasión tumoral y la metástasis (Amălinei y cols., 2010). 

Las MMP no sólo se relacionan con la progresión tumoral del melanoma, sino 

que también con otros tipos de cáncer como el cáncer de esófago (Groblewska 

y cols., 2012), el cáncer oral (Pereira y cols., 2012) o el cáncer de mama (Radisky 

y cols., 2010). Pero no sólo las MMP son determinantes en la progresión 

tumoral; estudios recientes confieren un papel clave al equilibrio entre las 

MMP y sus inhibidores tisulares (TIMP) (Hofmann y cols., 2000) (Figura 14).  

 

 

Figura 14. Expresión de MMP y TIMP en la progresión maligna del melanoma 
(tomada de Hofmann y cols., 2000). 
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Los TIMP son reguladores endógenos naturales de la actividad proteolítica de 

las MMP (Benjamin y Khali, 2012). En humanos, esta familia está compuesta 

por 4 miembros: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4 (Murphy, 2011). 

Actualmente, los TIMP están adquiriendo relevancia en las investigaciones, ya 

que representan una potencial herramienta de pronóstico y una posible diana 

terapéutica debido a su implicación en la angiogénesis, en la invasión y 

metástasis, en la transición epitelio-mesénquima y en la supervivencia celular 

(Sampieri y cols., 2013).  

 

3. Anexinas 

Las anexinas constituyen una superfamilia multigénica de proteínas muy 

conservadas evolutivamente y caracterizadas por su habilidad para interactuar 

con las membranas biológicas de un modo dependiente de calcio (Ca+2). Éstas 

se expresan en todos los organismos, desde protistas hasta eucariotas 

superiores, incluyendo las plantas (Gerke y Moss, 2002). El nombre de las 

anexinas se deriva del griego annex que significa “mantener unido”, y describe 

la propiedad principal de la mayoría de miembros de esta familia, es decir, la 

unión a ciertas estructuras biológicas, en particular, a las membranas.  

En 1999, con la ayuda de análisis genómicos comparativos, se estableció, para 

estas proteínas, un sistema de nomenclatura acorde a su filogenia molecular. 

De acuerdo al mismo, las anexinas cuyo nombre está seguido de una “A” 

mayúscula son anexinas humanas y sus ortólogos afines (Tabla 5) (Mussunoor 

y Murray, 2008).  

En los vertebrados las anexinas están compuestas por cuatro dominios 

homólogos de aproximadamente 70 aminoácidos (excepto la anexina A6, que 

contiene ocho dominios), generalmente con forma de anillo arqueado sobre un 

poro hidrofóbico. Estas proteínas interactúan principalmente con los ácidos 

fosfolipídicos, como puede ser la fosfatidilserina, pero se han encontrado 
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diferencias en los requerimientos de lípidos y calcio para estas interacciones 

(Lizarbe y cols., 2013). 

Tabla 5. Nomenclatura y caracterización de las anexinas humanas (Mussunoor y 
Murray, 2008). 

Anexina (Sinónimos) Localización 
cromosómica 

Masa 
Molecular, 

kDa 
Anexina 1 (lipocortin I, calpactin II) 9q12-q21.2 38,71 

Anexina 2 (lipocortin II, calpactin I) 15q21-q22 38,69 
Anexina 3 (lipocortin III, placental 
anticoagulant protein III) 4q13-q22 36,37 

Anexina 4 (lipocortin IV, endonexin I) 2p13 35,88 
Anexina 5 (lipocortin V, endonexin II, 
placental anticoagulant protein I) 4q28-q32 35,93 

Anexina 6 (lipocortin VI, calelectrin) 5q32-q34 75,87 

Anexina 7 (synexin) 10q21.1-q21.2 52,73 

Anexina 8 (vascular anticoagulant-β) 10q11.22 30,69 

Anexina 9 (pemphaxin) 1q21 38,36 

Anexina 10 (annexin 14) 4q33 37,27 

Anexina 11 (calcyclin-associated Annexin 50) 10q23 54,39 

Anexina 13 (Annexin-intestine-specific) 8q24.13 34,46 
 

Las anexinas divergen significativamente, a pesar de su estructura similar, en 

términos de su regulación génica, los patrones de expresión en los diferentes 

tejidos, la localización subcelular de las diferentes isoformas y las 

características propias de subfamilias (Van Heerde y cols., 2004). Estas 

proteínas están implicadas en un gran número de procesos biológicos, tanto 

intracelulares como extracelulares, principalmente relacionadas con la 

capacidad conservada para unirse a las bicapas fosfolipídicas, que incluye 

procesos tan fundamentales como: transporte en las membranas, exocitosis, 

endocitosis, interacciones en el anclaje membrana-citoesqueleto, regulación de 

la dinámica de las proteínas de membrana, migración celular, proliferación, 

apoptosis, transducción de señales, regulación y actividad de los canales de 
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iones (Figura 15) (Van Genderen y cols., 2008; Monastyrskaya y cols., 2009). 

Entre las funciones intracelulares de las anexinas, destaca que varios miembros 

de esta superfamilia interactúan con el citoesqueleto, principalmente con la 

actina (Gerke y cols., 2005). Anexina A2 fue la primera anexina en la que se 

describió una unión de ésta con los filamentos de actina de forma dependiente 

de Ca+2. Por otro lado, esta anexina posee la capacidad de compactar los 

filamentos de actina y juega también un papel importante en su 

polimerización (Hayes y cols., 2004; Morel y cols., 2009). Las interacciones de 

ANXA5 con la actina también han sido descritas en las plaquetas, donde se 

presentan como un regulador clave del proceso de coagulación (Tzima y cols., 

2000). 

 

 

Figura 15. Funciones intracelulares y extracelulares de las anexinas (tomado de 
Lizarbe y cols., 2013). 

 

Aunque las anexinas son principalmente citosólicas, pueden encontrarse como 

proteínas extracelulares ejerciendo funciones adicionales como proteínas 

anticoagulantes y autoinmunes o mediando interacciones con otras proteínas 

extracelulares (Raynal y Pollard, 1994). 
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Nuestro interés se centra en la proteína ANXA5, que fue el primer miembro de 

esta familia cuya estructura se estudió por difracción de rayos X y se obtuvo su 

cristalización (Huber y cols., 1990; Lewit-Bentley y cols., 1992). Ésta es una 

fosfolipasa A2, cuyo gen tiene un tamaño de 29 kb compuesto por 13 exones y 

que codifica un único transcripto de aproximadamente 1,6 kb que da lugar a 

una proteína con un peso molecular aproximado de 36 kDa. La proteína 

ANXA5 destaca por poseer la capacidad de unirse con alta afinidad a las 

membranas que contienen fosfatidilserina (PS), y basándose en esta capacidad 

se ha usado ampliamente ANXA5 como reactivo para visualizar PS en la 

superficie de las células apoptóticas (Van Genderen y cols., 2008). Una de las 

técnicas más comunes y no invasivas para la detección de apoptosis es el uso 

de ANXA5 marcada fluorescentemente (comercialmente conocida como 

anexina V). Esta técnica es capaz de discriminar entre células apoptóticas y 

células necróticas, por lo que es muy útil para la compresión del proceso de 

muerte celular en patologías como infartos, apoplejía cerebral, aterosclerosis, 

así como para la medición de la respuesta a fármacos en pacientes con cáncer 

(Lizarbe y cols., 2013). De hecho, se han desarrollado derivados radiomarcados 

de ANXA5 para su uso como herramienta de diagnóstico y como evaluador de 

tratamientos y terapias (Boersma y cols., 2005; Bauwens y cols., 2011; 

Demchenko, 2013). 

3.1. Anexinas y cáncer 

Son muchas las enfermedades en las que sin ser las anexinas la principal causa 

de éstas, desempeñan un papel importante. Existen evidencias de que las 

anexinas, a través de cambios de expresión, propiedades o localización, 

pueden contribuir a la patofisiología de multitud de enfermedades. Varios 

estudios relacionan los niveles circulantes de anexinas con enfermedades tales 

como la enfermedad cardiaca, la fibrosis quística y la trombosis (Rand y cols., 

2006).  
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Recientes estudios han destacado que la mayoría de cánceres humanos están 

asociados con alteraciones significativas en los patrones de expresión de las 

anexinas (Figura 16) (Mussunoor y Murray, 2008).  

Las anexinas participan principalmente alterando la proliferación celular, 

reprimiendo la apoptosis y promoviendo la invasión de las células tumorales, 

lo que contribuye a los procesos metastáticos en distintos tipos de cáncer como 

cáncer de mama, cáncer gástrico, carcinoma de esófago, cáncer de hígado y 

carcinoma nasofaríngeo (Deng y cols., 2013). En ciertos tejidos tumorales, 

algunas anexinas se encuentran reprimidas mientras que otras anexinas se 

pueden encontrar sobreexpresadas.  

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoría de las anexinas 

contribuyen a la invasión y la metástasis de las células tumorales, y cada 

miembro de la familia de anexinas afecta principalmente a un tipo de tumor. 

Nuestro interés se focaliza en el miembro de la familia ANXA5, cuyas 

funciones fisiológicas en las células son prácticamente desconocidas, pero los 

datos publicados hasta la fecha indican un potencial papel en la transducción 

de señales celulares, en procesos inflamatorios, en el crecimiento y 

diferenciación celular. En la última década se ha relacionado ANXA5 con una 

potencial función en la proliferación, la migración y la invasividad de las 

células tumorales (Wehder y cols., 2009; Hong y cols., 2014; Park y Chung, 

2014; Wang y cols., 2014; Wu y cols., 2014). 

Sin embargo, la asociación de otras anexinas con el cáncer es más conocida; la 

anexina A1, por ejemplo, está relacionada con el cáncer de esófago, mientras 

que anexina A2 está relacionada con el cáncer de mama (Wang y cols., 2006 y 

Sharma y cols., 2010). Existe también una correlación entre la expresión de 

anexina A6 y la supresión del crecimiento del melanoma, identificándose una 

represión de anexina A6 en la transición de un fenotipo no metastático a uno 

metastático (Francia y cols., 1996). Todos estos datos previos indican que un 

tipo específico de célula tumoral podría verse afectado por una anexina en 
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concreto, la cual desempeñaría un papel fundamental en el desarrollo y la 

progresión tumoral. 

 

 
 
Figura 16. Funciones generales de las anexinas en la génesis tumoral (adaptado de 
Mussunoor y Murray, 2008).  
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Hipótesis 

 

El melanoma maligno es una neoplasia que se caracteriza por su rápida 

progresión, mal pronóstico y continuo aumento de incidencia en la población 

mundial. En los últimos años se están llevando a cabo multitud de estudios con el 

fin de conocer los mecanismos involucrados en el proceso de metastatización del 

melanoma, ya éste muestra generalmente resistencia a los tratamientos 

antitumorales. Así pues, el conocimiento de las proteínas y rutas involucradas en 

los procesos de migración e invasión de las células de melanoma abriría un amplio 

abanico de posibles dianas terapéuticas. 

Los resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio apuntan a la proteína 

ANXA5 como factor destacable en el desarrollo del melanoma, ya que sus niveles 

de expresión son variables en diferentes líneas de melanoma humano en función 

de su habilidad invasiva. Además, nuestros resultados muestran un SNP de la 

región intrónica del propio gen asociado a la predisposición de padecer la 

enfermedad (Arroyo-Berdugo y cols., 2014). Estos resultados nos llevaron a buscar 

más estudios sobre ANXA5 y su implicación en las patologías tumorales, 

encontrando escasas publicaciones que relacionaran esta proteína con el 

melanoma. 

Todo en conjunto nos llevó a plantear la siguiente hipótesis de partida: 

ANXA5 puede desempeñar un papel importante en la progresión maligna del 

melanoma aumentando la capacidad de las células para migrar e invadir los 

tejidos circundantes. Además, los niveles séricos de ANXA5 podrían representar 

un buen marcador pronóstico de mala evolución tumoral. 
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Objetivos 

Por todo lo descrito anteriormente, el objetivo general del presente trabajo ha sido 

determinar el papel de ANXA5 en líneas celulares de melanoma humano, ya que 

la acumulación de evidencias indica que esta proteína puede desempeñar 

funciones clave en el desarrollo del tumor y en la progresión de la enfermedad.  

El objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos concretos:  

1. Comparar los niveles de expresión de ANXA5 entre diferentes líneas 

celulares de melanoma humano. 

2. Evaluar la relación entre los niveles de expresión de ANXA5 y la 

capacidad migratoria e invasiva de las líneas celulares de melanoma 

humano. 

3. Estudiar el efecto del silenciamiento de la proteína ANXA5 sobre la 

capacidad migratoria e invasiva de las células de melanoma humano. 

4. Estudiar los efectos del silenciamiento de la proteína ANXA5 sobre 

genes asociados a la movilidad celular. 

5. Analizar los niveles de la proteína ANXA5 en sueros de pacientes 

diagnosticados de melanoma en diferentes estadios y evolución clínica 

con el fin de evaluar su importancia como marcador de mal pronóstico. 
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1. Líneas celulares  

  

En el presente trabajo se emplearon líneas celulares comerciales de melanoma 

humano.  

• A375 (ATCC CRL-1619): línea celular de melanoma, obtenida a partir 

 de un tumor maligno de una mujer de 54 años de edad, aislada por 

 Giard (Giard y cols., 1973). Esta línea presenta un cariotipo hiperploide 

 con un número modal de 62 cromosomas, y es capaz de producir 

 tumores subcutáneos amelanocíticos cuando es inoculada en ratones 

 atímicos. Fue adquirida a través del American Type Culture Collection 

 (ATCC).  

 

• COLO-800 (DSM ACC193): línea celular de melanoma aislada por 

 Moore a partir de un nódulo subcutáneo de un tumor de un varón de 

 14 años de edad (Moore y cols., 1990). Las células muestran un blebbing 

 muy marcado y su morfología es fibroblástica. Fue adquirida a través 

 del Institute DSMZ, German Collection of Microorganisms and Cell Cultures 

 (DSMZ). 

 

• HT-144 (ATCC HTB-63): línea celular de melanoma obtenida de una 

 lesión metastásica subcutánea de un hombre caucásico de 29 años, 

 aislada por Fogh (Fogh y cols., 1977). Es una línea celular de melanoma 

 maligno que muestra morfología fibroblástica. Fue adquirida a través 

 de la ATCC. 

 

• MEL-HO (DSM ACC62): línea celular de melanoma derivada de un 

 tumor primario de una mujer de edad desconocida, aislada en 1976 por 

 Ziegler-Heitbrock. Su morfología es epitelial y sus cuerpos celulares 

 frecuentemente presentan prolongaciones citoplasmáticas. Fue 

 adquirida a través del DSMZ. 
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2. Cultivos celulares 

   

Los cultivos de células in vitro consisten en un sistema formado por células 

provenientes de un órgano o un tejido, normal o tumoral, mantenidas en medios 

de cultivo de composición química definida y adecuada a las necesidades de las 

células, y en condiciones de temperatura, pH, aireación y humedad controladas. 

Este sistema permite el estudio del comportamiento de las células y asegura su 

supervivencia y multiplicación.  

 

2.1. Mantenimiento de las líneas celulares 

 

El primer paso tras la adquisición de una línea celular o tras la puesta en marcha 

de un cultivo a partir de un stock es la descongelación de las células. Los viales de 

congelación en los que se encuentran las células se atemperan a 37 ºC en el menor 

tiempo posible. Cada vial contiene aproximadamente 1 ml, éste se diluye con 5 ml 

de medio y la suspensión se centrifuga a 200 x g durante 5 min en una centrifuga 

(Megafuge 40R, Thermo Scientific). A continuación, se elimina el sobrenadante y el 

pellet se resuspende en 1 ml de medio de cultivo. Este volumen de la suspensión 

celular se añade a un frasco de cultivo de 25 cm2 y se completa con medio y 10% 

de suero bovino fetal (SBF) hasta un volumen final de 5 ml. Todo el manejo de las 

células se lleva a cabo en una cabina de flujo laminar (SafeFast Premium, Faster) 

con el fin de mantener unas condiciones estériles libre de bacterias y levaduras 

que contaminen el cultivo celular. 

Las líneas celulares se mantienen en cultivo en incubadores (HeraCell 150i, 

Thermo Scientific) en una atmósfera húmeda al 5% de CO2 y una temperatura 

constante de 37 ºC. Todas las líneas celulares utilizadas en el estudio son 

adherentes por lo que el cultivo se lleva a cabo en frascos de cultivo en posición 

horizontal. Cuando las monocapas celulares recubren toda la superficie del frasco, 

es decir, alcanzan el estado de confluencia, se disocian con una solución 

enzimática de Tripsina-EDTA (Lonza, LTD) durante un máximo de 5 minutos a 37 
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ºC. Se comprueba con un microscopio óptico invertido (TS100 Eclipse, Nikon) que 

las células se hayan despegado, y se inactiva la Tripsina-EDTA añadiendo SBF. 

Las células se centrifugan durante 5 minutos a 200 x g y se siembran a una 

determinada concentración celular en medio de cultivo fresco. El número de 

células a sembrar se ajusta para cada tipo celular y tamaño de frasco de cultivo, 

con el fin de conseguir el estado de confluencia cada 3 ó 4 días. Cada línea celular 

presenta unos requerimientos nutricionales diferentes, por lo que cada una 

requiere unas condiciones de cultivo específicas que se detallan en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Condiciones de cultivo de las líneas celulares utilizadas. 

Línea celular Condiciones de cultivo 

A375 

Medio DMEM (Sigma-Aldrich) 
10% SBF (Lonza) 
2 mM L-Glu (Sigma-Aldrich) 
100 UI/ml Penincilina (Gibco®) 
100 µg/ml Estreptomicina (Gibco®) 

HT-144 

Medio McCoy´s 5ª (Gibco®) 
2 mM L-Glu (Sigma-Aldrich) 
10% SBF (Lonza) 
100 UI/ml Penincilina (Gibco®) 
100 µg/ml Estreptomicina (Gibco®) 

MEL-HO, COLO-800 

Medio RPMI 1640 con GlutaMax (Gibco®) 
10% SBF (Lonza) 
100 UI/ml Penincilina (Gibco®) 
100 µg/ml Estreptomicina (Gibco®) 

 

Con el fin de evitar problemas derivados del cultivo ininterrumpido de las líneas 

celulares, como pueden ser alteraciones genéticas y/o contaminaciones, se 

mantienen en cultivo durante un periodo limitado de pases (2 meses, 

aproximadamente 20 pases). Tras este periodo se retiran y se sustituyen por 

células nuevas. Por ello se mantiene un stock de células congeladas que nos 

permiten reponer la línea celular en cualquier momento que lo necesitemos. 

La congelación de células requiere que éstas se encuentren en fase de crecimiento 

exponencial. Se disgregan las células y se centrifugan a 200 x g durante 5 minutos 

a 4 ºC. El pellet celular se resuspende a una concentración de 2-4 x 106 células/ml 
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en SBF con dimetil sulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich) al 10%. Los viales con 1 ml 

de la suspensión celular se congelan gradualmente con la ayuda de un contenedor 

de viales (Mr. Frosty, Thermo Scientific) que contiene isopropanol; éste enfría los 

viales a razón de -1 ºC/minuto hasta alcanzar -80 ºC. Por último se almacenan en 

nitrógeno líquido donde se mantienen a -195 ºC. 

 

2.2. Viabilidad y recuento celular 

 

En todos los casos, antes de la realización de experimentos, se lleva a cabo el 

recuento y la determinación de la proporción de células vivas. Para ello se utiliza 

una cámara de recuento Burker (Blaubrand) y el colorante azul tripán (Sigma-

Aldrich). El azul tripán es un colorante vital que solo tiñe las células muertas, 

porque es capaz de atravesar las membranas rotas, de forma que solamente 

aparecen teñidas las células muertas, mientras que las células vivas no incorporan 

el colorante. El dato obtenido corresponde a número de células/ml y los 

experimentos siempre se realizan con una viabilidad celular superior al 95% y 

siempre que las células se encuentren en fase de crecimiento exponencial. 

 

2.3. Detección de Micoplasma 

 

Los cultivos celulares ocasionalmente se contaminan con bacterias y/u hongos. 

Estas infecciones de los cultivos son relativamente fáciles de detectar, prevenir y 

tratar en caso de necesidad, pero la contaminación por Micoplasmas representa un 

problema mucho mayor en términos de incidencia, detección, prevención, 

erradicación y efectos. Se estima que entre el 5 y el 35% de los cultivos celulares en 

uso están infectados por Micoplasmas (Rivera-Tapia y Rodríguez-Preval, 2006).  

Los efectos de la contaminación por Micoplasma en las líneas celulares son 

múltiples y pueden afectar a la velocidad de crecimiento, crear aberraciones 

cromosómicas, alteraciones en el metabolismo celular y cambios en la viabilidad 
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celular. Por todo ello, en el laboratorio tenemos establecida una comprobación 

periódica de los cultivos celulares.  

Los métodos para detectar la contaminación por Micoplasma incluyen el cultivo 

microbiológico, técnicas de microscopia, métodos bioquímicos y uso de técnicas de 

biología molecular. Esta última es la seleccionada por nuestro grupo de 

investigación ya que posee mayor precisión, es más sensible y el tiempo de 

realización es menor. Se utilizó el kit Venor®GeM One Step (Minerva Biolabs) que 

mediante PCR (Polimerase Chain Reaction) evalúa las muestras para 10 especies 

distintas de Micoplasma. Finalizada la PCR se comprueban los amplificados en un 

gel de agarosa al 2%. La contaminación por Micoplasma se detecta con un 

amplificado de 267 pb, mientras que una banda de 191 pb es un control interno 

propio del kit comercial. En caso de detectar contaminación, se procede a la 

eliminación de la línea celular contaminada y se recurre al stock de cultivos 

celulares para reemplazarla por otro vial sin contaminación de Micoplasma. 

 

3. Estudio de proliferación celular mediante el método colorimétrico XTT 

 

La proliferación celular de los cultivos se determinó mediante el kit estandarizado 

de XTT (Roche). Este ensayo se basa en la capacidad de las células viables de 

metabolizar la sal de tetrazolio XTT, de color amarillo, en formazán, de color 

naranja (absorbancia a 490 nm), en presencia de un reactivo reductor. Puesto que 

este proceso ocurre exclusivamente en las células viables, es decir 

metabólicamente activas, la cantidad de formazán dependerá del número de 

células viables presentes en el cultivo y ésta es fácilmente cuantificable mediante 

colorimetría. Se sembraron en microplacas de 96 pocillos, a razón de 100 µl de 

medio de cultivo por pocillo y a una densidad celular de 1,5 x 105 células/ml. Una 

vez finalizados los tiempos de incubación, se añadió 50 µl de la mezcla del kit (el 

reactivo reductor y XTT, en una proporción 1:50), se incubaron las placas durante 

4 horas a 37 ºC, para finalmente realizar la medida de la absorbancia de cada 
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pocillo a 490 nm en un lector de placas Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader 

(BioTek Instruments Inc.). 

 

4. Ensayos in vitro de migración o cierre de herida  

 

La determinación de la capacidad migratoria de las células se realizó mediante 

ensayos tipo herida (wound healing). Se sembraron 1,5 x 105 células por pocillo en 

placas de 24 pocillos y se mantuvieron hasta alcanzar el estado de confluencia. En 

ese momento, se añadió mitomicina C (Sigma) al medio en una concentración final 

de 0,5 mg/ml y se incubó durante 2 horas. Al tratar las células con mitomicina C, 

un bloqueante de la fase S del ciclo celular, se induce a las células un estado 

mitóticamente inactivo. A continuación, se realizó una “herida” o incisión en línea 

recta de manera transversal en cada pocillo con una punta de pipeta estéril. 

Seguidamente se lavó suavemente cada pocillo dos veces con PBS (Phosphate 

Buffered Saline) para eliminar las células levantadas y/o muertas, y se añadió 1 ml 

del medio adecuado a cada tipo celular con 1% SBF. Las placas se mantuvieron en 

el incubador a 37 ºC, con 95% de humedad y 5% de CO2. Se tomaron fotos en el 

momento de hacer la herida, que se considera el tiempo 0 y se realizó un 

seguimiento de la herida durante 48 horas, obteniendo imágenes cada 12 horas 

con un microscopio de contraste de fases. Para calcular la eficiencia del cierre de la 

herida en las distintas condiciones de cultivo se midió el área de la herida a los 

tiempos inicial (0h), un tiempo medio (24h) y final (48h), utilizando el programa 

ImageJ. Se analizaron 12 campos, y en cada línea celular se repitió tres veces el 

ensayo con muestras independientes. Los resultados se expresan como porcentaje 

de cierre a las 48 horas respecto al tiempo 0. 

 

5. Ensayos in vitro de invasión 

 

Para evaluar la capacidad invasiva de las células de melanoma se utilizaron 

cámaras transwell de cultivo celular (BD Biosciences), que están constituidas por 

una cámara superior provista de un filtro de policarbonato con poros de 8 µm de 
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diámetro, los cuales permiten que las células puedan atravesarlo libremente, y una 

cámara inferior correspondiente al hueco que queda en el pocillo de la placa de 24 

pocillos tras colocar el inserto (Figura 17).  

 

 

Figura 17. Representación esquemática de los ensayos de invasión. 

 

Actualmente existen matrices extracelulares reconstituidas que presentan una 

composición homogénea y que se emplean de manera generalizada para los 

ensayos de invasión in vitro. Entre estas matrices destaca el Matrigel® (BD 

Biosciences), que es una membrana basal biológicamente reconstituida derivada 

del tumor Engelbreth-Holm-Swarm murino (EHS), que simula la membrana basal 

presente in vivo. El Matrigel contiene colágeno IV, laminina, entactina, heparán 

sulfato, trazas de factores de crecimiento y proteoglicanos (Albini y Noonan, 

2010).  

El ensayo de invasión se basa en la preparación de geles de Matrigel sobre las 

membranas de los insertos. Se partió de un stock de Matrigel preparado a una 

concentración de 9,6 mg/ml conservado a -20 ºC. El Matrigel se descongeló 

lentamente a 4 ºC y se manipuló siempre sobre hielo, ya que éste se gelifica 

rápidamente a temperatura ambiente. El stock de Matrigel se diluyó en medio de 

cultivo sin suero para obtener una concentración de 40 µg/cámara.  

Tras recubrir las membranas, las placas se incubaron a 37 ºC durante dos horas 

para la correcta gelificación del Matrigel. Posteriormente, se añadió en el 

compartimento inferior de los pocillos 1 ml de medio complementado con SBF, y 
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sobre los geles se añadieron 100 µl de una suspensión celular de 5 x 105 células/ml 

en medio de cultivo sin SBF. Estos cultivos se incubaron durante 24 horas a 37 ºC y 

5% de CO2. 

Finalizado el periodo de incubación, se procedió a marcar y contar las células que 

habían conseguido alcanzar la superficie inferior de la membrana porosa. Para ello 

se retiró el medio, el matrigel y las células adheridas en la parte superior de la 

membrana mediante una torunda. Se realizaron tres lavados con PBS, y después se 

comprobó al microscopio que no quedasen células en la parte superior de la 

membrana. A continuación se realizó la fijación de las células añadiendo 1 ml de 

metanol durante 15 minutos a 4 ºC. El núcleo de las células fijadas se tiñó con 

DAPI durante 15 minutos. Se realizaron posteriormente dos lavados con PBS para 

retirar el exceso de DAPI, el recuento celular se realizó directamente sobre la 

cámara con un microscopio confocal de fluorescencia (Olympus Fluoview FV500). 

Se obtuvieron imágenes que abarcan 0,3 cm2 de la membrana y el recuento de las 

células se llevó a cabo con el software ImageJ. Se analizaron 12 membranas y en 

cada línea celular se repitió tres veces el ensayo con muestras independientes. 

 

6. Silenciamiento génico mediante siRNA 

 

La tecnología de los siRNA (short/small interfering RNA) está basada en la 

regulación de la expresión génica por los microRNA, que son moléculas pequeñas 

de doble cadena de RNA que usan las propias células para controlar la activación 

de los genes, es decir, suprimen la expresión de dicho gen. Así, a través de la 

interacción de la hebra antisentido del siRNA, incorporada al complejo RISC (RNA 

Induceed Silencing Complex), con su secuencia complementaria en el mRNA diana, 

provoca la fragmentación de dicho mRNA por Argonaute, el componente catalítico 

del complejo RISC (Figura 18).  
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Figura 18. Funcionamiento del RNA de interferencia (tomado de Alnylam 
Pharmaceuticals). 
 

Los siRNA se han convertido en la actualidad en poderosos reactivos para 

silenciar genes específicos en cultivos celulares, ya que se puede documentar 

rápidamente el silenciamiento por microscopía de inmunofluorescencia o por 

inmunotransferencia de tipo western blot (Elbashir y cols., 2002). Para suprimir la 

expresión de la proteína ANXA5 se utilizaron dos secuencias distintas de siRNA 

(s1392 y s1394) (Tabla 7) prediseñadas por Ambion, y el procedimiento se realizó 

de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Estos siRNA son Silencer® Select 

Validated formados por duplos de RNA de 25 nucleótidos que han sido 

químicamente modificados para hacerlos más estables.  

 

Tabla 7. Secuencias de los siRNA empleados. 
 

Silencer Select 
Validated siRNA Secuencia 

s1394 Sense 5'-GGAGUGAGAUUGAUCUGUUtt-3' 
Antisense 5'-AACAGAUCAAUCUCACUCCTGtt-3' 

s1392 Sense 5'-GUACAUGACUAUAUCAGGAtt-3' 
Antisense 5'-UCCUGAUAUAGUCAUGUACtt-3' 

 

El silenciamiento del gen de interés se realizó mediante transfección transitoria 

con un agente transfectante que en nuestro caso fue Lipofectamine RNAiMAX 

(Invitrogen). La eficiencia de la transfección se comprobó con SignalSilence® 

Control siRNA conjugado con fluoresceína, que permite calcular el porcentaje de 

células transfectadas. Para los experimentos, se sembraron las células a una 

densidad de 60-70% de confluencia en medio RPMI 1640 sin antibiótico y con 10% 
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SBF. Transcurridas 24 horas, se cambió el medio y se adicionó el complejo de 

transfección que fue preparado según las instrucciones del fabricante. 

La mezcla de transfección para ambos siRNAs se adicionó lentamente y se 

distribuyó por el medio de cultivo. La concentración final de la mezcla de 

transfección utilizada fue de 20 nM. Posteriormente se incubó durante 48 horas. 

Transcurrido este tiempo se utilizaron las células para los experimentos. La 

eficacia del silenciamiento se comprobó a las 48 horas por inmunotransferencia. 

 

7. Técnicas de extracción y análisis de proteínas 

7.1. Obtención de extractos celulares 

La obtención de extractos proteicos de cada línea celular en las distintas 

condiciones de estudio se realizó mediante lisis celular en medio hipotónico. 

Partimos de las células que se tripsinizan, se lavan con PBS y se centrifugan a 200 x 

g durante 5 minutos a 4 ºC. Se retiró el sobrenadante y se resuspendió el pellet 

resultante en PBS para lavar y contar las células. Se repitió de nuevo la 

centrifugación en las mismas condiciones y se descartó el sobrenadante. La 

concentración de trabajo fue de 5 x 106 células por cada 250 µl de tampón de lisis 

RIPA compuesto por 150 mM de NaCl, 1% de NP-40, 0,5% de desoxicolato, 0,1% 

de SDS y 80 mM de Tris-HCl a pH 8,0, complementado con un cóctel de 

inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). El cóctel de proteasas ayuda a mantener 

la integridad de las proteínas durante el proceso de extracción y purificación, se 

utiliza a concentración 1X y su composión es 2 mM de AEBSF, 0,3 µM de 

Aprotinina, 130 µM de Bestatina, 1 mM de EDTA, 14 µM de E-64 y 1 µM 

Leupeptina. Tras resuspender las muestras, éstas se mantuvieron en hielo durante 

15 minutos. Pasamos los lisados celulares a través de una aguja de insulina (26 G) 

varias veces con el fin de romper el ADN responsable de la viscosidad de la 

muestra, y que puede interferir en los experimentos. Finalmente, centrifugamos 

los lisados celulares a 10.000 x g durante 5 minutos a 4 ºC y recuperamos el 

sobrenadante en el que se encuentra disuelta la proteína celular total. El 
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sobrenadante es recogido en tubos Eppendorf debidamente etiquetados con la 

línea celular a la que pertenecen y la fecha de extracción. Los lisados celulares 

alicuotados se conservan a -20 ºC hasta el momento de su utilización. 

 

7.2. Cuantificación de la concentración de proteína total mediante el método del 

ácido biciconínico 

El método del ácido biciconínico (BCA) está basado en la propiedad de las 

proteínas de reducir, de manera proporcional a su concentración, el Cu+2 a Cu+1. El 

ácido biciconínico es un cromógeno específico de Cu+1 que forma un complejo 

púrpura cuyo máximo de absorción se encuentra a 562 nm. Por lo tanto, la 

absorbancia a 562 nm es directamente proporcional a la concentración de proteína. 

Con los valores de absorbancia obtenidos para concentraciones conocidas de 

albúmina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich) realizamos una recta patrón, 

empleando seis concentraciones crecientes (Tabla 8). 

 
Tabla 8. Elaboración de la recta patrón para la cuantificación de proteínas. 

Patrón BSA (1 mg/ml) H2O Milli-Q Concentración de proteína 

1 0 µl 50 µl 0 mg/ml 
2 10 µl 40 µl 2 mg/ml 
3 20 µl 30 µl 4 mg/ml 
4 30 µl 20 µl 6 mg/ml 
5 40 µl 10 µl 8 mg/ml 
6 50 µl 0 µl 10 mg/ml 

 

Las muestras se diluyen 10 veces con agua bidestilada (Milli-Q) obteniendo un 

volumen final de 50 µl. Una vez preparadas las muestras y la recta patrón, 

preparamos la mezcla de la reacción, compuesta por 1 volumen de solución de 

sulfato de cobre pentahidratado al 4% y 50 volúmenes de BCA. Añadimos 1 ml de 

la mezcla de reacción a cada muestra y a cada muestra patrón, y se incubaron 

todas a 37 ºC durante 30 minutos en oscuridad. La absorbancia de las muestras es 

medida a 562 nm en un espectrofotómetro Smart Spec Plus Spectrophotometer (Bio-
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Rad), y se determina la concentración de las muestras a partir de la recta patrón 

elaborada con concentraciones conocidas de BSA.  

 

8. Identificación de proteínas mediante western blot 

 

El western blot es una técnica que permite separar proteínas en función de su peso 

molecular en un gel de electroforesis para su posterior detección e identificación 

mediante inmunomarcaje con anticuerpos específicos, y nos permite establecer 

una semi-cuantificación relativa de la cantidad de proteína presente en las 

diferentes muestras de estudio. Esta técnica consta de varios pasos detallados a 

continuación. 

8.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

(SDS-PAGE) es una técnica basada en la separación de proteínas desnaturalizadas 

en geles con una matriz de poliacrilamida (Laemmli, 1970). Las proteínas son 

sometidas a un campo eléctrico de manera que se separan proporcionalmente a su 

masa. Las muestras se desnaturalizan previamente por calor y en presencia de 

agentes desnaturalizantes. El SDS es un detergente desnaturalizante cuya unión 

masiva a las cadenas polipeptídicas desnaturalizadas, bloquea la carga propia de 

la proteína y le confiere una carga neta negativa proporcional a su masa. Esto hace 

que todas las proteínas migren hacia el ánodo y que la separación sea proporcional 

a la masa de la proteína; pero no a su forma, ya que las proteínas están 

desnaturalizadas y separadas como cadenas polipeptídicas aisladas; ni a su carga, 

pues todas tienen la misma carga por unidad de masa. Se puede entonces 

determinar el peso molecular aparente de cualquier proteína por comparación con 

un patrón de pesos moleculares conocidos. 

Los geles se forman por la polimerización de la acrilamida por acción de un agente 

entrecruzador, la bis-acrilamida, en presencia de un iniciador, el ión persulfato, 

que se añade en forma de persulfato amónico, y un catalizador, TEMED 
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(N,N,N,N´-tetrametilnediamina). El porcentaje de acrilamida utilizado en la 

preparación del gel varía dependiendo de la masa molecular de la proteína objeto 

de estudio (Tabla 9). Cuanto mayor es el porcentaje de acrilamida, menor es el 

tamaño del poro y mejor la resolución de proteínas de bajo peso molecular. Por el 

contrario, si se quiere detectar una proteína de elevado peso molecular se debe 

reducir el porcentaje de acrilamida para obtener poros de mayor tamaño que 

permiten una mejor resolución de proteínas de gran tamaño. La mayor parte de 

las proteínas se separan bien en el rango 5-15% de acrilamida. 

 

Tabla 9. Porcentaje de acrilamida utilizado en la separación de las proteínas en función 
del peso molecular. 
 

% Acrilamida 15% 10% 7,5% 5% 

Rango kDa 12-43 kDa 16-68 kDa 36-94 kDa 57-212 kDa 
 

El sistema empleado en el presente estudio fue una cubeta de electroforesis 

vertical Mini Protean II Electrophoresis system (Bio-Rad). Los geles de acrilamida 

contienen dos regiones: el running gel, que es la zona donde las proteínas se 

separan en función de su peso molecular y tiene una concentración variable de 

acrilamida dependiendo de la proteína en estudio; y el stacking gel, común para 

todos los geles, y que es la parte inicial de la electroforesis donde se concentran las 

proteínas para migrar todas a la vez en el running gel. La Tabla 10 muestra la 

composición del running gel para los diferentes porcentajes de acrilamida, 

mientras que la Tabla 11 muestra la composición del stacking gel. 
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Tabla 10. Composición running gel para diferentes porcentajes de acrilamida. 
 

Running gel 7,5% 10% 12% 15% 

30% Acryl-Bis 3,8 ml 5,0 ml 6,0 ml 7,5 ml 
2 M Tris-HCl 

pH 8,8 3,0 ml 3,0 ml 3,0 ml 3,0 ml 

H2O Milli-Q 9,0 ml 7,0 ml 6,0 ml 4,5 ml 

20% SDS 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 

10% APS 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 

TEMED 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 
 
 

Tabla 11. Composición del stacking gel. 

Stacking gel 4% 

30% Acryl-Bis 1 ml 

0,5 M Tris-HCl pH 6,8 750 µl 

H2O Milli-Q 5,75 ml 

20% SDS 37,5 µl 

10% APS 62,5 µl 

TEMED 6,25 µl 
 

Una vez polimerizado el running gel, se añadió el stacking gel y se colocaron los 

peines, que son moldes para formar los pocillos donde se cargan las muestras, y se 

dejó polimerizar. Tras la polimerización, se retiraron los peines y se lavaron los 

pocillos con el tampón de electroforesis, justo antes de cargar la muestra. Mientras 

tanto, se procedió a la preparación de las muestras. 

Tras determinar concentración de proteína en cada muestra, se mezcla el volumen 

correspondiente a 40 µg de proteína total con tampón de carga Laemmli 1X 

compuesto por 60 mM Tris-HCl a pH 6,8, 2% p/v SDS, 10% glicerol y 0,002% azul 

de bromofenol con 1 mM DTT, y se añade tampón de lisis RIPA hasta un volumen 

final de 20 µl. Las muestras se calientan a 95 ºC durante 5 minutos y se cargan en 

los pocillos del stacking gel. El primer pocillo se reserva para el marcador de pesos 

moleculares Precision Plus ProteinTM Dual Colors Standards de Bio-Rad. La 
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electroforesis se realiza aplicando un voltaje de 100 V y 15 mA durante 10 minutos 

para la migración del stacking gel, y después se incrementa el voltaje a 180 V y 20 

mA durante una hora aproximadamente, dependiendo tanto del grosor del gel 

como del porcentaje de acrilamida del running gel. 

8.2. Transferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa 

La inmovilización de las proteínas en filtros de nitrocelulosa de 0,2 µm (Schleider 

& Schüell, Protan BA-83) se realiza mediante transferencia húmeda en una unidad 

Mini TransBlot (Bio-Rad) aplicando 300 mA durante 3 horas. El fundamento es 

similar al de la electroforesis, pero en este caso se aplica un campo eléctrico 

horizontal, que hace que las proteínas se adhieran a la membrana de nitrocelulosa. 

El tampón de transferencia está compuesto por 50 mM de Tris-HCl, 380 mM de 

glicina, 20% metanol y 0,1% SDS. 

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se tiñe con Rojo Ponceau al 0,1% 

(p/v) y ácido tricloroacético al 5% durante 2 minutos en agitación y después es 

lavada abundantemente hasta visualizar las bandas en la membrana. De este 

modo, se comprueba que las proteínas se han transferido correctamente. Por 

último se lava la membrana con TBS Tween-20 (10 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM 

NaCl y 0,1% v/v de Tween-20) para poder llevar a cabo el inmunomarcaje. 

8.3. Inmunomarcaje y revelado 

La membrana con las proteínas inmovilizadas se bloquea con una solución al 5% 

de leche en polvo desnatada en TBS Tween-20 y se mantiene en agitación durante 

una hora a temperatura ambiente. A continuación se incuba la membrana con el 

anticuerpo primario específico para la proteína a detectar.  

Cada anticuerpo primario se debe utilizar a la concentración recomendada por la 

casa comercial, diluyéndolo en el mismo tampón TBS Tween-20 utilizado para el 

bloqueo. Se incuba la membrana durante 8 horas a 4 ºC en agitación. Finalizada la 

incubación, se retira el exceso de anticuerpo primario y se realizan tres lavados de 

10 y 15 minutos cada uno con TBS, TBS Tween-20 y TBS. A continuación, se 
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procede a la incubación de la membrana con el anticuerpo secundario 

correspondiente dependiendo del origen del anticuerpo primario. El anticuerpo 

secundario se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente en agitación, y 

transcurrido este tiempo se retira el exceso de anticuerpo secundario y se realizan 

de nuevo tres lavados de 10, 15 y 10 minutos cada uno con TBS, TBS Tween-20 y 

TBS, para finalmente proceder al revelado. 

Todos los anticuerpos secundarios utilizados están conjugados con peroxidasa, 

por lo que la detección de las proteínas en las membranas de nitrocelulosa se 

realizan mediante el método de quimioluminiscencia ECL (Enhanced Chemi 

Luminiscence assay), con el kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate 

(Thermo Scientific). La reacción consiste en añadir la mezcla de reactivos en 

relación 1:1 sobre la membrana, actuando como sustrato de la enzima peroxidasa 

conjugada con el anticuerpo secundario. La reacción entre la enzima y el sustrato 

produce luz, la cual es captada de forma digital utilizando una cámara CCD 

mediante el sistema de documentación de geles G-BOX (Syngene) con el programa 

informático GeneSnap (Izasa), que permite que las imágenes obtenidas queden 

digitalizadas. 

El análisis densitométrico de las bandas escaneadas se realizó con el programa 

ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) utilizando la opción específica para geles. Se 

cuantificó la intensidad de cada banda, y los valores correspondientes a cada una 

de las bandas de expresión de proteína se normalizaron con los valores del control 

actina (β-Actina). A continuación se muestran todos los anticuerpos primarios y 

secundarios empleados en el presente estudio (Tabla 12 y Tabla 13). 
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Tabla 12. Anticuerpos primarios utilizados 
 
Anticuerpo 

primario Referencia Casa comercial Origen Dilución 

Anti-Actina A2066 Sigma-Aldrich Rabbit monoclonal 1:1.000 
Anti-Annexin V ab54775 Abcam Mouse monoclonal 1:500 
Anti-ARHGEF7 ab125870 Abcam Rabbit monoclonal 1:1.000 
Anti-FAPα ab53066 Abcam Rabbit polyclonal 1:1.000 
Anti-N-WASP ab126626 Abcam Rabbit monoclonal 1:1.000 
Anti-PTK2B ab81266 Abcam Rabbit monoclonal 1:1.000 
Anti-RAC1 ab33186 Abcam Mouse monoclonal 1:500 

Anti-VEGFA Sc-152 Santa Cruz 
Biotechnology Rabbit polyclonal 1:200 

 
 

Tabla 13. Anticuerpos secundarios utilizados 
 

Anticuerpo secundario Referencia Casa comercial Origen Dilución 

HRP-F(ab´)2  
AntiMouse IgG(H+L) STAR105P AbD Serotec Goat 1:2000 

HRP  
AntiRabbit IgG (H+L) STAR124P AbD Serotec Goat 1:2000 

 

9. Zimografía 

 

La zimografía es una técnica para el estudio de las enzimas hidrolíticas basada en 

la degradación de un sustrato (Vandooren y cols., 2013). Esta técnica se realiza en 

dos etapas; la primera implica la separación de proteínas por electroforesis y la 

segunda consiste en una incubación sobre el gel para detectar la actividad 

enzimática de las propias proteínas. Los geles de poliacrilamida empleados 

incorporan el sustrato adecuado para la actividad enzimática que se quiere 

detectar, de modo que después de una tinción con azul de Coomasie se observan 

bandas sin teñir debido a la degradación del sustrato por parte de las enzimas de 

interés (Kleiner y Stetler-Stevenson, 1994). 

Este ensayo se realizó con el objetivo de detectar las proteasas liberadas al medio 

de cultivo por las células de melanoma. Para ello utilizaron cultivos celulares 
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confluentes, se lavaron dos veces con PBS para eliminar los restos de SBF, que 

interfiere en los resultados de la técnica, y se mantuvieron 24 horas más en cultivo 

en DMEM sin suero. Tras la incubación, se recogió el medio de cultivo de cada 

línea celular y se centrifugó a 200 x g durante 5 minutos para eliminar los restos 

celulares que pudieran contener. Posteriormente, se filtraron los medios de cultivo 

a través de filtros de celulosa de 0,22 µm de poro. Para la migración electroforética 

se cargó el volumen correspondiente a 15 µg de proteína con 10 µl de tampón de 

carga (Tabla 14). En este trabajo se realizaron geles para zimografía de gelatina, 

que incluye 10% de poliacrilamida y 0,1% de gelatina. Además de las muestras a 

estudio, se incluyó un control negativo que es medio de cultivo sin SBF. La 

migración proteica del gel se realizó a 200 V.  

 
Tabla 14. Tampón de carga para zimografía 
 

Tampón de carga pH 6,8 

SDS 100 mg/ml 
Sacarosa 40 mg/ml 
Azul de Bromofenol 0,25% 

 

Finalizada la electroforesis, los geles se lavaron en dos ocasiones durante 30 

minutos con Triton X-100 al 2% para eliminar los restos de SDS. Se realizó un 

lavado adicional con agua destilada durante 5 minutos. Después se introdujeron 

los geles en el tampón sustrato de metaloproteasas (Tabla 15) y se incubó durante 

12 horas a una temperatura de 37 ºC. Tras la incubación, se lavaron de nuevo los 

geles con agua destilada y se tiñeron con azul de Coomassie durante 20 minutos. 

El último paso consiste en realizar un desteñido del gel hasta la aparición de las 

bandas, que son unos halos blanquecinos correspondientes con las zonas de 

actividad lítica de las metaloproteasas sobre la gelatina. 
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Tabla 15. Tampón sustrato de metaloproteasas 
 

Tampón sustrato de metaloproteasas 
pH 7,5 

Tris 6,06 g 
CaCal2· 2H2O 1,47 g 
NaN3 0,2 g 

 

10. Microscopía de fluorescencia 

 

La microscopía de fluorescencia es una técnica basada en la fluorescencia que nos 

permite visualizar parámetros relacionados con las características antigénicas de 

las células. Para ello marcamos las células mediante incubación con moléculas 

fluorescentes, fluorocromos (como el 4´-6´-diamine-2-phenylindole 

dihydrochloride, DAPI), o con anticuerpos primarios específicos de antígeno y 

secundarios conjugados con fluorocromos, que reconocen a los primarios 

(inmunofluorescencia indirecta). Las moléculas fluorescentes absorben la luz de 

una determinada longitud de onda y emiten luz de otra longitud de onda más 

larga. Si un fluorocromo es iluminado a su longitud de onda absorbente y 

visualizado a través de un filtro que sólo permita pasar la luz de longitud de onda 

igual a la luz emitida, el componente aparece brillante sobre un fondo oscuro. La 

intensidad y el color de la luz es una propiedad característica de la molécula 

fluorescente utilizada. Para analizar el marcaje se emplean microscopios de 

fluorescencia, que tienen lámparas capaces de excitar las muestras y filtros que 

seleccionan la longitud de onda de emisión del fluorocromo. 

Antes de comenzar el ensayo, preparamos el soporte para las células sobre las que 

se va a realizar la inmunofluorescencia: cubreobjetos redondos de 12 mm de 

diámetro. Los cubreobjetos fueron esterilizados en etanol absoluto y expuestos a 

luz UV durante 15 minutos. En cada pocillo sembramos 500 µl de una suspensión 

celular de 3 x 105 células/ml. Tras incubar las células en los pocillos, fijamos las 

células en paraformaldehído al 4% en PBS durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. Tras lavar abundantemente las células con PBS, permeabilizamos las 
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membranas con SDS al 0,1% en PBS durante 10 minutos. Este paso puede ser 

obviado si el marcaje que vamos a realizar es de membrana. Una vez lavadas con 

PBS, bloqueamos las uniones inespecíficas con SBF al 10% diluido en PBS durante 

1 hora a temperatura ambiente, y procedimos al marcaje con los anticuerpos. 

La técnica que empleamos es especialmente práctica para el ensayo con 

anticuerpos ya que minimizamos la cantidad de anticuerpo. Sobre una lámina de 

parafilm, se pone una gota de 30 µl de la dilución del anticuerpo; sobre ésta se 

posa el cubreobjetos, exponiendo la superficie con las células a la gota de 

anticuerpo. Una vez concluido el tiempo de incubación, los cubreobjetos se 

devuelven a la placa de 24 pocillos, con la superficie con las células hacia arriba, 

donde se continúa con el protocolo. La incubación se realiza durante 2 horas a 

temperatura ambiente en una cámara húmeda, para evitar la evaporación del 

anticuerpo. Después, se lavan las muestras con PBS e se incuban las células con el 

anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo durante 1 hora a 

temperatura ambiente en oscuridad. Tras lavar concienzudamente las muestras 

con PBS, se procede al marcaje de los núcleos celulares con DAPI (Sigma) a una 

concentración 10 µg/ml en PBS, durante 15 minutos en oscuridad, y de nuevo se 

lavan con PBS. Por último, se montan los cubreobjetos sobre un portaobjetos con 

una gota de Fluoromont G (Shandon) y se examinan las muestras mediante un 

microscopio de fluorescencia (Olympus BX51). 

Los controles para asegurar la especificidad de la inmunofluorescencia se 

realizaron incubando las células únicamente con el anticuerpo secundario. 

 

11. Análisis de ácidos nucleicos 

 

La técnica asociada al análisis de los ácidos nucleicos es la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Esta técnica, cuyo objetivo es obtener un gran número de copias 

de un fragmento de ADN concreto, fue desarrollada por el grupo del premio 

Nobel Kary Mullis (Mullis y cols., 1986; Saiki y cols., 1988). Posteriormente, se han 



                                                                                                           Material y Métodos 

67 

desarrollado variantes de la técnica como la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-

qPCR) que combina la química de la PCR con el uso de moléculas fluorescentes 

(sondas), con el objetivo de monitorizar la cantidad de productos amplificados que 

se generan en cada ciclo de la PCR y cuantificar la cantidad de ADN presente en 

una muestra. En el caso de que el ácido nucleico a analizar sea ARN, es necesario 

añadir un paso previo conocido como retrotranscripción, en el cual la enzima 

transcriptasa reversa sintetiza ADN complementario (ADNc) de doble cadena 

partiendo de ARN monocatenario. 

 

11.1. Extracción y purificación de ADN 

 

La extracción de ADN de las líneas celulares de melanoma comienza disociando 

las células en cultivo con una solución enzimática de Tripsina-EDTA durante 5 

minutos a 37 ºC. Se lavan con PBS y tras el recuento, se centrifugan a 200 x g 

durante 5 minutos y se desecha el sobrenadante. La extracción de ADN se realizó 

con 5 x 106 células mediante el kit QIAamp® DNA mini kit (Qiagen). Este kit se basa 

en el uso unas membranas de sílice dispuestas en columnas que atrapan 

específicamente el ADN. Esta unión a la membrana es reversible y la obtención de 

ADN se produce por la adición de un tampón alcalino que disminuye la fuerza 

iónica entre la membrana y el ácido nucleico. 

El primer paso a realizar sobre las muestras es la adición de 20 µl de Proteinasa K 

(Qiagen) y 200 µl de tampón AL incluido en el kit. Se agita con el vórtex durante 

15 segundos y se incuba a 56 ºC durante 10 minutos. Transcurrida la incubación, 

se centrifuga la muestra brevemente y se añaden 200 µl de etanol absoluto. Se 

agita de nuevo durante 15 segundos con el vórtex y se centrifuga brevemente para 

pasar la muestra a una columna de separación QiAgen Spin Column. Se centrifuga a 

6.000 x g durante un minuto y se desecha el eluido. A continuación se añaden 500 

µl de solución AW1, se centrifuga 1 minuto a 6.000 x g y se añaden 500 µl de 

solución AW2 para lavar la muestra mediante centrifugación a 8.000 x g durante 3 

minutos. Con el objetivo de eliminar completamente la solución AW2 y evitar así 
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que interfiera en análisis posteriores, se realiza otra centrifugación a 8.000 x g 

durante un minuto. Por último, se pasa la columna a un tubo Eppendorf de 1,5 ml 

y se añaden 200 µl de tampón de elución AE. Se incuba a temperatura ambiente 

durante 2 minutos y se eluye el ADN mediante centrifugación a 6.000 x g durante 

un minuto. Las muestras correctamente etiquetadas se conservan alicuotadas a -20 

ºC para asegurar su integridad hasta su análisis. 

 

11.2. Extracción y purificación de ARN 

 

El ARN se extrae de células en cultivo usando el kit RNeasy mini kit de Qiagen. El 

kit combina una solución monofásica de fenol y tiocianato de guanidina, diseñada 

para facilitar la lisis de las muestras y para inhibir las RNasas, y unas membranas 

de gel de sílice que retienen de manera reversible el ARN hasta el momento de la 

elución. 

Las células en cultivo se disocian con una solución enzimática de Tripsina-EDTA 

durante 5 minutos a 37 ºC. A continuación, se añade SBF para bloquear el efecto 

de la Tripsina-EDTA y se centrifugan a 200 x g durante 5 minutos a 4 ºC. Tras 

eliminar el sobrenadante, las células se resuspenden en PBS para ser contadas. La 

extracción de ARN se realiza con 8 x 106 células. Se centrifugan a 200 x g durante 5 

minutos y se retira el PBS para resuspender las células en 600 µl de una solución 

que contiene 1 ml de tampón RLT con 10 µl de β-mercaptoetanol. Para obtener una 

lisis celular completa, se pasa la muestra 10 veces a través de una jeringuilla con 

una aguja de 26 G. Se añaden 600 µl de etanol al 70% y se pipetea vigorosamente. 

A continuación, se transfiere la mezcla a una columna de separación del kit y se 

centrifuga a 8.000 x g durante 15 segundos para que el ARN de la muestra se una a 

la membrana de gel de sílice. Se desecha el eluido y se coloca la columna en el 

mismo tubo colector. Para limpiar la columna se añaden 700 µl de tampón RW1 y 

se centrifuga a 8.000 x g durante 15 segundos, desechando de nuevo el eluido. En 

este momento se trata la columna con DNasa (Qiagen), para lo que se añade a la 

columna 80 µl de una solución que contiene 10 µl de DNasa y 70 µl de tampón 
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RDD. Se incuba a temperatura ambiente (20-25 ºC) durante 15 minutos y 

transcurrido este tiempo se añaden 700 µl de tampón RW1 antes de centrifugar a 

8.000 x g durante 15 segundos. Se pasa la columna a un nuevo tubo colector y se 

realizan dos lavados con 500 µl de tampón RPE cada uno, centrifugando a 8.000 x 

g la primera vez durante 15 segundos y la segunda vez durante 2 minutos. 

Finalmente, se pasa la columna a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se eluye el ARN 

en 50 µl de agua DEPC, centrifugando a 8.000 x g durante un minuto. Las 

muestras correctamente etiquetadas y alicuotadas se conservan a -80 ºC para 

asegurar su integridad hasta su análisis. 

 

11.3. Cuantificación de ácidos nucleicos 

 

La cuantificación de la concentración de ácidos nucleicos se ha realizado en un 

lector multimodal de placas Synergy HT de BioTek. Este equipo es compatible con 

placas para microvolúmenes Take-3, que dispone de 16 puntos de lectura para 

volúmenes pequeños (1,5-3 µl) y permite medir muestras muy concentradas sin 

necesidad de diluciones. El lector multimodal está conectado a un ordenador 

donde se visualizan los datos en el programa asociado Gen5TM. 

Con relación a la ley de Lambert-Beer, existe una relación lineal entre la 

absorbancia (A) y la concentración de la macromolécula, hasta un máximo de 

absorbancia 1,2. La absorbancia máxima de las soluciones de ADN y ARN se 

produce a una longitud de onda de 260 nm, mientras que las soluciones de 

proteínas lo hacen a una longitud de onda de 280 nm. El cociente de los valores 

obtenidos a 260 nm y a 280 nm (A260/A280) se utiliza como indicador de la pureza 

de los ácidos nucleicos contenidos en la muestra. La pureza se considera adecuada 

cuando el valor de dicho cociente está entre 1,8 y 2. Valores superiores o inferiores 

a este rango indican contaminación de las muestras. Cada unidad de absorbancia 

(A) corresponde aproximadamente a 50 µg/ml de ADN de doble hebra y a 40 

µg/ml de ARN. 
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La concentración de ADN obtenida a partir de 5 x 106 células de las diferentes 

líneas en cultivo oscila entre 50-100 µg. En el caso del ARN extraído de 8 x 106 

células en cultivo, se obtuvieron concentraciones que oscilaron entre 60-100 µg de 

ARN. Además, la integridad del ARN se verificó visualmente tras una 

electroforesis en gel de agarosa al 2% (m/v) con GelRed Nucleic Acid Stain 

(Biotium), comprobándose la presencia e integridad de las bandas de ARN 

ribosómico (18S y 28S).  

 

11.4. Retrotranscripción 

 

Una vez aislado el ARN se procedió a la retrotranscripción del ARN a ADNc que 

servirá como molde en la reacción en cadena de la polimerasa. La 

retrotranscripción se llevó a cabo con la transcriptasa inversa, una enzima de 

origen viral. Para la reacción de retrotranscripción se utilizó el kit iScriptTM cDNA 

Synthesis (BioRad) y se siguieron las especificaciones del fabricante. Se partió de 1 

µg de ARN total y se mezcló con 4 µl de 5x iScript Reaction Mix y 1 µl de iScript 

Reverse Transcriptase, completando con agua DEPC hasta un volumen de 20 µl.  

La reacción se lleva a cabo en el termociclador iCycler MyiQTM Single Color Real-

Time PCR Detection System (BioRad). El protocolo utilizado es el siguiente: durante 

5 minutos se somete la mezcla a una etapa inicial de calentamiento a 25 ºC, 

seguido de una etapa de síntesis de ADNc por la enzima transcriptasa inversa que 

consiste en 30 minutos a 42 ºC, para finalizar con una etapa de elongación a 85 ºC 

durante 5 minutos. Opcionalmente se puede completar el protocolo con un paso 

de mantenimiento a 4 ºC hasta que el usuario retira la muestra del termociclador. 

El ADNc es almacenado a -20 ºC hasta el momento del análisis. 

 

11.5. Diseño de cebadores 

 

Un cebador o primer es una secuencia corta nucleotídica complementaria a una 

hebra molde, que sirve como punto de partida para la replicación del ADN. El uso 

de cebadores es esencial porque la enzima que cataliza la replicación del ADN no 
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puede empezar a sintetizar una nueva cadena de ADN de la nada, sino que solo 

puede añadir nucleótidos a una hebra preexistente en su grupo hidroxilo libre en 

el extremo 3', que es el cebador. El primer paso para el diseño de cebadores es la 

búsqueda de la secuencia del gen objeto de estudio en la base de datos UCSC 

Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). La secuencia del gen a estudiar en 

formato FASTA se introduce en el programa Primer3 v 4.0 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) para el diseño de los cebadores. Las 

condiciones que se establecen en el programa son las siguientes: secuencias de 

entre 19 y 25 nucleótidos, temperatura de anillamiento óptimo entre 56 y 60 ºC, 

que el contenido de CG esté entre 40-60% y que no presente repeticiones del 

mismo nucleótido cuatro o más veces. 

Para los cebadores utilizados en la PCR cuantitativa, se utilizó la base de datos 

PrimerBank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/), que almacena los 

cebadores descritos para la detección y cuantificación de la expresión génica. Una 

vez seleccionados los cebadores entre los sugeridos, éstos se comprueban en la 

base de datos UCSC Genome en su herramienta de PCR-in silico, para verificar que 

cumplen los requisitos y su especificidad. Finalizada la selección o diseño de los 

cebadores, se realiza una búsqueda de tipo BLAST en la base de datos GenBank 

(http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/) para verificar que todos los cebadores 

tienen una única secuencia complementaria en todo el genoma y que, por tanto, 

son específicos de la posición que se quiere estudiar. Todos los cebadores fueron 

sintetizados por los laboratorios Conda. 

 

11.6. Reacción PCR convencional 

 

Las reacciones de PCR convencional contienen 12,5 µl de ImmoMix RedTM 

(BioLine), 1 µl de cada cebador de un stock de concentración 2 µM, el volumen 

necesario para 0,1 µg de ADN y agua DEPC hasta alcanzar un volumen final de 25 

µl. La reacción se llevó a cabo en un termociclador iCycler MyiQTM Single Color 

Real-Time PCR Detection System de BioRad. El programa con las condiciones de 
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PCR (con pequeñas variaciones de tiempo y temperatura dependiendo de los 

cebadores y de la longitud del fragmento a amplificar) fue el siguiente: un paso de 

desnaturalización inicial a 95 ºC durante 10 minutos, seguido de 35 ciclos con un 

primer paso de desnaturalización parcial a 95 ºC durante 30 segundos, un paso 

posterior de unión de los cebadores a su secuencia complementaria a 55-60 ºC 

(dependiendo de la Tm de los cebadores) durante 30 segundos y una fase de 

elongación a 72 ºC durante un tiempo dependiente de la longitud del fragmento a 

amplificar, teniendo en cuenta que la polimerasa utilizada añade 1.000 pb en unos 

30 segundos. A continuación tiene lugar el paso denominado elongación final, que 

consiste en un único paso de 10 minutos a 72 ºC para asegurar que las cadenas 

simples de ADN sean totalmente amplificadas. Se concluye la reacción con un 

paso final de conservación donde los productos amplificados se mantienen a 4 ºC 

hasta que el usuario apaga el aparato. Una vez finalizada la amplificación, se 

conservan los productos de PCR a -20 ºC hasta su análisis en geles de agarosa, en 

el cual comprobamos que el producto de PCR tiene el tamaño esperado.  

El análisis de los productos amplificados en la PCR se realiza mediante 

electroforesis en un gel de agarosa al 2% (m/v) con GelRed Nucleic Acid Stain 

(Biotium) en tampón TAE, aplicando un voltaje de 100 mA en una cubeta Run One 

Electrophoresis Cell (EmbiTech). La primera calle del gel contiene siempre un 

marcador de pesos moleculares (100-bp DNA Ladder Plus, BioChain) y el resto de 

las calles se usan para las muestras a analizar. Finalizada la electroforesis, los geles 

son expuestos en un transiluminador (High Perfomance Ultraviolet Transiluminator, 

UVP) a luz ultravioleta de longitud de onda de 254 nm, lo que permite la 

visualización de las bandas y la comprobación de su tamaño. 

 

11.7. RT-qPCR con SYBR Green 

 

Las reacciones de RT-qPCR se realizan en un termociclador iCycler MyiQTM Single 

Color Real-Time PCR Detection System de Bio-Rad, utilizando el fluorocromo SYBR 

Green. Este fluorocromo se une específicamente a ácidos nucleicos de doble hebra 
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emitiendo fluorescencia a 528 nm, de modo que al aumentar la cantidad de 

productos de PCR sintetizados, aumenta la intensidad de fluorescencia, lo que 

permite monitorizar el avance de la reacción de PCR a tiempo real mediante el 

software MyiQ. La mezcla maestra iQTM SYBR® Green Supermix de Bio-Rad 

utilizada incluye también el fluorocromo ROX que actúa como referencia pasiva, 

ya que no participa en la reacción y emite a 610 nm. Esta referencia pasiva es 

necesaria para corregir las fluctuaciones de fluorescencia entre los diferentes 

pocillos. 

La mezcla de reacción se compone de 10 µl de la mezcla maestra iQTM SYBR® 

Green Supermix, 8 µl de agua DEPC, 0,5 µl de cada cebador (dilución 1:5 de un stock 

de concentración 10 µM) y 1 µl de ADNc. Las condiciones de amplificación en el 

termociclador fueron las siguientes: un ciclo inicial para la activación de la 

polimerasa a 95 ºC durante 10 minutos, seguido de 45 ciclos con un primer paso de 

desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, un paso de anillamiento de los 

cebadores cuya temperatura es específica para cada pareja de cebadores y varía 

entre 51-60 ºC durante 30 segundos, y un tercer paso de elongación a 72 ºC 

durante 30 segundos. A continuación, hay un ciclo a 95 ºC durante un minuto 

seguido de otro ciclo a 65 ºC de otro minuto de duración, para finalizar con una 

rampa de temperatura de 65 ºC a 95 ºC, que se consigue en 60 ciclos aumentado la 

temperatura 0,5 ºC en cada ciclo. El proceso finaliza con un paso de conservación 

donde, al igual que en la PCR convencional, los productos se mantienen a 4 ºC 

hasta que el usuario apaga el aparato.  

El protocolo de disociación constituido por la rampa de temperatura donde 

aumenta gradualmente la temperatura de 65 ºC a 95 ºC, provoca la separación de 

las hebras de ADN sintetizadas en la PCR cuando se alcanza la temperatura de 

fusión (Tm, Melting Temperature). Cuando las hebras de ADN se separan, el 

fluorocromo SYBR Green se separa también y deja de emitir fluorescencia, lo que 

el equipo interpreta como un pico de fluorescencia. Esta función permite descartar 

la presencia de múltiples productos de amplificación y detectar la presencia de 

dímeros de cebadores. 
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Durante el desarrollo de la RT-qPCR, la emisión de fluorescencia se divide en 4 

etapas: la fase inicial, en la cual la fluorescencia de los primeros ciclos es mínima y 

no rebasa el ruido de fondo. La fase exponencial temprana, en la cual la 

fluorescencia producida por el producto de PCR rebasa un umbral definido, 

conocido como threshold. El ciclo en el cual la fluorescencia alcanza el threshold se 

conoce como ciclo umbral (Ct), que es el valor que se utiliza para los cálculos 

posteriores, ya que es representativo de la cantidad inicial de muestra que hay en 

la reacción. Cuanto más bajo es el valor Ct, mayor es el número de copias del 

ADNc. La tercera fase es la denominada lineal, en la cual se alcanza un estado de 

amplificación óptima y en cada ciclo se duplica la cantidad de producto 

amplificado. Y finalmente la fase meseta o estacionaria, en la cual los reactivos y el 

equipo han alcanzado el límite de detección y la reacción ha finalizado (Wong y 

Medrano, 2005). 

Las muestras se amplificaron por triplicado y se incluyeron controles negativos 

(sin ADNc) para comprobar que no existe amplificación de dímeros de cebadores. 

Tras comprobar la presencia de productos únicos de amplificación, se procedió a 

la cuantificación de los niveles transcripcionales de cada gen con los valores de Ct. 

Estos valores Ct se obtuvieron a través de la representación de la intensidad de 

fluorescencia normalizada frente a ROX frente al número de ciclos de PCR (ΔRn vs 

ciclo). Se realizaron dos experimentos independientes para cada gen de estudio, 

calculándose la media y la desviación estándar a partir de seis réplicas de cada 

muestra. 

El análisis de la expresión génica requiere mucha precisión, ya que todo el proceso 

es extremadamente sensible. Por ello, es indispensable la optimización del proceso 

a distintos niveles. Se deben evitar falsos positivos, generados generalmente por 

contaminaciones de ADN, y que pueden sobreestimar la cantidad de expresión 

génica. Además, para cada pareja de cebadores se debe calcular la eficiencia, y esto 

se realiza con una prueba de dilución seriada de ADNc de una línea celular, A375 

en este caso. La eficiencia se calcula empleando la pendiente de la curva estándar 

lineal generada con la siguiente fórmula: 



                                                                                                           Material y Métodos 

75 

Eficiencia = 10(-1/pendiente de la curva) 

Eficiencia (%)= (E-1) x 100 

 

Todas las parejas de cebadores utilizadas en el estudio han mostrado eficiencia 

superior al 90%, y los coeficientes de correlación siempre han dado valores por 

encima de 0,98, lo que indica que el número de Ct varía linealmente con la 

concentración de ADNc (Tabla 16). 

 
Tabla 16. Cebadores utilizados en los ensayos de RT-qPCR. 

 

Gen Secuencia cebadores 
Tama

ño 
(pb) 

Tm 
(ºC) 

Optimización 
curva estándar 

ANXA5 
Fw 5'-CAGCGGATGTTGGTGGTTC-3' 
Rv 5'-CAGCCTGAAATAAAGCCTGAG-
3' 

102 59 r = 0,999 
Ef = 91% 

MMP-2 
Fw 5'-GATACCCCTTTGACGGTAAGGA-
3' 
Rv 5'-CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC-3' 

112 60 r = 0,996 
Ef = 94,8% 

MT1-
MMP 

Fw 5'-CATCTGTGACGGGAACTTTGA-3' 
Rv 5'-GGCAGTGTTGATGGACGCA-3' 163 60 r = 0,999 

Ef = 94,9% 

TIMP-1 Fw 5'-ACAGACGGCCTTCTGCAATT-3' 
Rv 5'-ACGCTGGTATAAGGTGGTCTG-3' 88 60 r = 0,999 

Ef = 90,7% 

TIMP-2 Fw 5'-GCTGCGAGTGCAAGATCAC-3' 
Rv 5'-TGGTGCCCGTTGATGTTCTTC-3' 109 60 r = 0,998 

Ef = 90,7% 

β-actina 
Fw 5'-
AGATGACCCAGATCATGTTTGAG-3' 
Rv 5'-GTCACCGGAGTCCATCACG-3' 

119 60 r = 0,999 
Ef = 93% 

GADPH Fw 5'-CCTGTTCGACAGTCAGCCG-3' 
Rv 5'-CGACCAAATCCGTTGACTCC-3' 102 56 r = 0,999 

Ef = 95,5% 

Rig/S15 Fw 5'-TTCCGCAAGTTCACCTACC-3' 
Rv 5'-CGGGCCGGCCATGCTTTACG-3' 360 60 r = 0,999 

Ef = 90% 
 

Se debe tener en cuenta que la cuantificación de la expresión génica es relativa, ya 

que siempre se compara entre las diferentes muestras la expresión del gen objeto 

de estudio respecto a la expresión de un gen constitutivo o control endógeno 

(housekeeping). No existe ningún gen cuya expresión no varíe en ninguna de las 

condiciones, por lo que se debe valorar cual es el mejor control endógeno para los 

experimentos. En el presente trabajo, se empleó el programa GeNorm para la 



Material y Métodos                                                                                                             n 

76 

elección de los genes de referencia. Los resultados indicaron que la mejor opción 

era utilizar los controles endógenos: GADPH, Rig/S15 y ACTB (β-actina). 

Finalmente, el análisis estadístico se realizó con el programa informático Gene 

Expression MacroTM versión 1.1. Este método se basa en una cuantificación relativa, 

que además permite tener en cuenta la eficiencia obtenida para cada gen 

individual a través de las modificaciones realizadas por Pfaffl sobe la ecuación de 

Livak y Schmittgen (Pfaffl, 2001). Para cada gen, se ha elegido como muestra 

control la muestra con menor expresión del gen y a éste se le ha asignado un valor 

1. A continuación, la macro muestra los valores relativos para el resto de muestras 

en relación a la muestra control. Las diferencias de expresión entre las líneas 

celulares se consideraron estadísticamente significativas en un intervalo de 

confianza al 95%. 

 

11.8. Array de expresión génica 

 

La comparación entre distintos perfiles de expresión genética es una herramienta 

básica para poder responder a un gran número de cuestiones biológicas. En la 

actualidad, existen múltiples herramientas que permiten analizar las variaciones 

en la expresión de genes de forma simultánea para distintas condiciones de 

estudio. En el presente trabajo, se seleccionó un array denominado RT2 Profiler PCR 

array (Qiagen), basado en análisis de expresión de genes utilizando la técnica de 

PCR a tiempo real. El array seleccionado se centra en los genes implicados en la 

motilidad celular (RT2 ProfilerTM PCR Array Human Cell Motility).  

Los genes que se incluyen están involucrados en procesos funcionales como la 

quimiotaxia, la adhesión celular, la señalización mediada por integrinas, la 

proteólisis y la formación de proyecciones celulares, entre otras (Tabla 17). 

Además, la matriz incluye controles de contaminación génica con ADN, controles 

de retrotranscripción y controles positivos de PCR. 
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El procedimiento comienza con la retrotranscripción de las muestras de ARN a 

ADNc utilizando el kit RT2 First Strand. El uso de este kit es necesario para la 

obtención de resultados óptimos y para la detección de los controles internos de la 

retrotranscripción que contiene la matriz. Se partió de una cantidad de 0,5 µg de 

ARN total para el formato de placas de 96 pocillos. Se realizó un primer paso de 

eliminación de ADN genómico que consiste en la incubación durante 5 minutos a 

42 ºC de la muestra de ARN con un buffer GE del propio kit. Seguidamente se 

preparó la reacción de retrotranscripción de acuerdo a lo indicado en la Tabla 18. 

El protocolo de retrotranscripción consistió en una incubación de 15 minutos a 42 

ºC seguido de un periodo de 5 minutos a 95 ºC para inactivar la reacción. Al 

producto se le añadieron 91 µl de agua libre de RNasas para obtener la dilución 

adecuada de ADNc. 

Una vez obtenido el ADNc, se prepararon los componentes necesarios para la 

reacción de PCR, que incluyó la mezcla maestra RT2 SYBR Green, el ADNc diluido 

y agua libre de RNasas. En esta mezcla no se incluyeron los primers, ya que estos 

se encuentran inmovilizados en la placa. Seguidamente se llevó a cabo la propia 

reacción de RT-PCR siguiendo las condiciones del fabricante, y se adquirieron los 

datos en forma de cuantificación absoluta. Finalmente, los resultados obtenidos 

fueron analizados mediante un software disponible online de la casa comercial 

(www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php.).  
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Tabla 17. Diseño de la matriz de RT2 ProfilerTM PCR. 

ACTN
1 

ACTN
3 

ACTN
4 ACTR2 ACTR

3 AKT1 ARF6 ARHGDI
A 

ARHGEF
7 BAIAP2 BCAR

1 
CAPN

1 
CAPN

2 CAV1 CDC42 CFL1 CRK CSF1 CTTN DIAPH1 DPP4 EGF EGFR ENAH 

EZR FAP FGF2 HGF IGF1 IGF1R ILK ITGA4 ITGB1 ITGB2 ITGB3 LIMK 

MAPK
1 MET MMP1

4 MMP2 MMP
9 MSN MYH1

0 MYH9 MYL9 MYLK PAK1 PAK4 

PFN1 PIK3C
A 

PLAU
R PLCG1 PLD1 PRKC

A PTEN PTK2 PTK2B PTPN1 PXN RAC1 

RAC2 RASA
1 RDX RHO RHO

A RHOB RHOC RND3 ROCK1 SH3PXD2
A SRC STAT

3 

SVIL TGFB1 TIMP2 TLN1 VASP VCL VEGF
A VIM WASF1 WASF2 WASL WIPF

1 

B2M HPRT
1 

RPL13
A 

GADP
H ACTB HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC 

 
 
 
ACTN1: Actinin α1 
ACTN3: Actinin α3 
ACTN4: Actinin α4 
ACTR2: Actin-related protein 2 
ACTR3: Actin-related protein 2  
AKT1: V-akt murien thymoma viral oncogene 
ARF6: ADP-ribosylation factor 6 
ARHGDIA: Rho GDP dissociation inhibitor α 
ARHGEF7: Rho guanine nucleotide exchange 
 factor 
BAIAP2: BAI 1-associated protein 2 
BCAR1: Breast cancer anti-estrogen resistance 
CAPN1: Calpain 1 
CAPN2: Calpain 2 
CAV1: Caveolin 1 
CDC42: Cell division cycle 42 
CFL1: Cofilin 1 
CRK: V-crk 
CSF1: Colony stimulating factor 1 
CTTN: Cortactin 
DIAPH1: Diaphanous homolog 1 
DPP4: Dipeptidylpeptidase 4 
EGF: Epidermal growth factor 
EGFR: Epidermal growth factor receptor 
ENAH: Enabled homolog 
EZR: Ezrin 
FAP: Fibroblast activation protein 
FGF2: Fibroblast growth factor 2 
HGF: Hepatocyte growth factor 
IG1: Insulin-like growth factor 
IGF1R: Insulin-like growth factor 1 
ILK: Integrin-linked kinase 
ITGA4: Integrin α4 
ITGB1: Integrin β1 
ITGB2: Integrin β2 
ITGB3: Integrin β 3 
LIMK: LIM domain kinase 1 
MAPK1: Mitogen-activated protein kinase 1 
MET: Met proto-oncogene 

 
 
MMP14: Matrix metallopeptidase 14 
MMP2: Matrix metallopeptidase 2 
MMP9: Matrix metallopeptidase 9 
MSN: Moesin 
MYH10: Myosin, heavy chain 10 
MYH9: Myosin, heavy chain 9 
MYL9: Myosin, light chain 10 
MYLK: Myosin light chain kinase 
PAK1: p21 protein activated kinase 1 
PAK4: p21 protein activated kinase 4 
PFN1: Profilin 1 
PI3KCA: Phosphoinositide-3-kinase 
PLAUR: Plasminogen activator 
PLCG1: Phospholipase Cγ1 
PLD1: Phospholipase D1 
PRKCA: Protein kinase C α 
PTEN: Phosphotase and tensin homolog 
PTK2: PTK2 protein tyrosine kinase 2 
PTK2B: PTK2 protein tyrosine kinase 2β 
PTPN1: Protein tyrosine phosphatase 
PXN: Paxillin 
RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 
RAC2: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 
RASA1: Ras p21 protein activator 
RDX: Radixin 
RHO: Rhodopsin 
RHOA: Ras, homolog gene family A 
RHOB: Ras, homolog gene family B 
RHOC: Ras, homolog gene family C 
RND3: Rho family GTPase 3 
ROCK1: Rho associated  
SH3PXD2A: SH3 and PX domains 2A 
SRC: V-src sarcoma viral oncogene homolog 
STAT3: Signal transducer and activator of 
 transcription 
SVIL: Supervillin 
TGFB1: Transforming growth factor β1 
TIMP2: Metallopeptidase inhibitor 2 
TLN1: Talin 1 
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VASP: Vasodilator-stimulated phosphoprotein 
VCL: Vinculin 
VEGFA: Vascular endothelial growth factor A 
VIM: Vimentin 
WASF1: WAS protein family 1 
WASF2: WAS protein family 2 
WASL: Wiskott-Aldrich syndrome-like 
WIPF1: WAS/WASL interacting protein family1 
B2M: β-2-microglobulin 

HPRT1: Hypoxanthine phosphoribosyl 
 transferase 1 
RPL13A: Ribosomal protein L13a 
GADPH: Glyceral-3-phosphatedehydrogrnase 
ACTB: Actin β 
HGDC: Human genomic DNA contamination 
RTC: Reverse transcription control 
PPC: Positive control 
 

 

 

Tabla 18. Composición de la mezcla de retrotranscripción 

 

Compuesto Volumen 

5x Buffer BC3 4 µl 
Control P2 1 µl 
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 µl 
RNase-free water 3 µl 
Volumen final 10 µl 
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12. Pacientes 

 

Los pacientes que forman parte de este estudio fueron diagnosticados de 

melanoma en el Servicio de Dermatología de los Hospitales Universitarios de 

Cruces y Basurto, siguiendo el protocolo que se detalla a continuación. 

 

12.1. Diagnóstico clínico y anatomopatológico 

 

Los pacientes fueron diagnosticados siguiendo los criterios clínico-patológicos 

establecidos en la actualidad. Para el estadiaje de la enfermedad tumoral se utilizó 

la clasificación de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) que permite 

clasificar los melanomas en estadios clínicos (Balch y cols., 2009). Los pacientes 

incluidos en este estudio fueron sometidos a la extirpación del tumor primario, y 

en ningún caso recibieron terapia antitumoral ni tratamientos posteriores. En el 

momento de diagnostico de la enfermedad, se obtuvo la muestra de sangre para el 

estudio. Con el fin de descartar infecciones u otras enfermedades que alterasen los 

parámetros sanguíneos, las muestras fueron analizadas previamente; ningún 

paciente incluido en el estudio presentó ninguna otra enfermedad. 

 

12.2. Seguimiento 

 

Tras la extirpación quirúrgica del tumor primario, los pacientes acudieron a 

revisiones periódicas. De acuerdo al protocolo establecido en los servicios de 

Dermatología de los Hospitales de Cruces y Basurto, aquellos pacientes que 

durante el seguimiento desarrollaron metástasis fueron nuevamente citados para 

revisiones cada tres meses durante los dos años siguientes. La presencia o ausencia 

de metástasis fue determinada mediante exámenes físicos, radiológicos, clínicos, 

analíticos y análisis específicos. 

Según la normativa vigente, tanto los pacientes con melanoma como los 

voluntarios sanos fueron informados sobre la participación en el estudio. Se 
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obtuvo el consentimiento informado de todos ellos tanto para su inclusión en el 

grupo de estudio como para la obtención de muestras biológicas. El estudio fue 

realizado según la Ley Orgánica 15/1999 de Protección de datos de carácter 

personal, máxime en lo que concierne al envío y manejo de datos a terceros. 

El grupo de estudio está formado por 155 pacientes con melanoma que acudieron 

a consulta entre los años 1998-2010. El grupo de pacientes lo forman 69 hombres 

(44,5%) y 86 mujeres (55,5%), con una edad media de 55,7 años y un rango 

comprendido entre los 18 y 90 años. El grupo de pacientes fue clasificado en 

función de la progresión clínica de la enfermedad: un grupo de pacientes de buena 

evolución (48,4%) y otro grupo de pacientes de evolución metastática (51,6%). El 

grupo de pacientes no metastáticos está formado por pacientes que se 

mantuvieron libres de enfermedad durante los 5 años posteriores tras la 

intervención quirúrgica del tumor primario. El grupo de pacientes metastáticos 

está formado por pacientes que tras la extirpación del tumor primario 

desarrollaron metástasis durante los dos primeros años de seguimiento. 

El grupo control está formado por 49 individuos sanos, compuesto por 13 

hombres (26,5%) y 36 mujeres (73,5%), con una media de edad de 30,55 años y un 

rango comprendido entre 21 y 47 años. 

 

12.3. Obtención de suero a partir de muestras de sangre 

 

Tanto la obtención como el procesamiento de las muestras sanguíneas se 

realizaron siguiendo un protocolo estandarizado con el fin de evitar variaciones o 

modificaciones, ya que cualquier modificación en el protocolo puede afectar a los 

resultados. Las muestras de sangre fueron enviadas anonimizadas y refrigeradas 

tras su extracción desde los Hospitales Universitarios de Cruces y Basurto al 

Departamento de Biología Celular e Histología de la Universidad del País Vasco 

(EHU/UPV) donde fueron procesadas. Los datos clínicos de interés asociados a la 

muestra fueron recogidos y almacenados en una base de datos informatizada. 
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Las muestras de sangre fueron recogidas en el momento del diagnóstico de la 

enfermedad y todas ellas se obtuvieron en condiciones estériles, empleando el 

sistema Vacutainer (BD Vacutainer SST®). La sangre fue recogida en tubos de 5 ml 

provistos de un gel separador que coadyuva en la activación de la coagulación y 

retracción del coágulo. Las muestras se centrifugaron a 200 x g durante 15 minutos 

a 4 ºC con el fin de separar el suero y el coágulo. Una vez separadas las fracciones 

de la sangre, se identificaron tubos Eppendorf con el código asignado a cada 

muestra y se alicuotó el suero obtenido en al menos tres alícuotas de 

aproximadamente 1 ml cada una. Las muestras fueron almacenadas a -80 ºC hasta 

el momento de su análisis. La colección de muestras de melanoma está registrada 

en el Instituto de Salud Carlos III bajo la responsabilidad de la Dra. Mª Dolores 

Boyano. 

 

13. Ensayos inmunoenzimáticos (ELISA) 

 

El ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) es una técnica basada en un 

antígeno inmovilizado que es detectado por un anticuerpo capaz de generar un 

producto detectable, como es un cambio de color. Mediante el cambio de color 

medimos indirectamente el antígeno de la muestra mediante un lector de placas 

que dispone de un sistema de filtros que lee la longitud de onda del cromógeno. 

Los principales materiales y soluciones utilizados en un ensayo de ELISA se 

resumen en la tabla 19. Los kits de ELISA empleados para determinar la 

concentración de ANXA5 fueron cuantitativos, en los que la densidad óptica (OD) 

de la muestra se compara con una curva estándar consistente en diluciones 

seriadas de una solución de concentración conocida de proteína. 
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Tabla 19. Materiales y soluciones utilizadas en los ensayos ELISA 
 

Materiales y Soluciones Descripción 

Microplaca de 96 pocillos Placa tratada que contiene anticuerpo contra el 
antígeno de interés 

Solución blanco Solución que contiene todos los productos usados en el 
ensayo excepto el antígeno a probar 

Solución estándar Solución de concentración conocida del antígeno de 
interés para la construcción de la curva estándar 

Solución control Solución de concentración conocida del antígeno de 
interés 

Solución de dilución Solución para diluir estándares, controles y muestras 

Detector de anticuerpo Enzima que se conjuga con el anticuerpo 

Solución de lavado Solución que elimina el excedente de anticuerpos 

Substrato Substrato específico para la enzima conjugada que 
proporciona un producto coloreado 

Solución stop Solución que detiene la reacción enzima-substrato 
 

En el presente trabajo, para medir la cantidad de proteína presente en el suero de 

pacientes se utilizaron kits de ELISA comerciales para evitar variabilidad. El kit 

empleado fue Zymutest AnnexinV (Aniara) cuyo límite de detección es 0,1 ng/ml 

y el rango de detección es de 0,1 a 120 ng/ml. La curva estándar empleada que 

mejor se ajusta a los resultados obtenidos fue log-log. Es un ELISA tipo sandwich 

con anticuerpos policlonales específicos para ANXA5 humana, basado en la 

captura de antígeno y detección mediante inmunocomplejos. Se trata de un ensayo 

en el que se recubre el pocillo con un primer anticuerpo anti-antígeno. La muestra 

problema en la que se encuentra el antígeno es incubada en el pocillo. El antígeno 

es reconocido por el primer anticuerpo y posteriormente por el segundo 

anticuerpo unido a una enzima (en este caso peroxidasa). Así pues, cada molécula 

de antígeno quedará unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo 

anticuerpo conjugado que lo marca. 

Al añadir el substrato que reacciona con la enzima se produce una reacción 

cromogénica. Finalmente se mide la densidad óptica mediante espectrofotometría 

a la longitud de onda de 450 nm. La reacción es detenida para prevenir la 
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saturación de la señal. Estos ensayos tienen gran especificidad y sensibilidad 

gracias a la amplificación de señal que permite el segundo anticuerpo. 

 

14. Análisis estadístico 

 

Para la valoración de los datos hemos utilizado diferente parámetros. Inicialmente 

hemos utilizado la estadística descriptiva para conocer diferentes características 

del conjunto de datos. 

• Valores estadísticos de posición: Media aritmética () que ayuda a 

 expresar el valor medio del conjunto de valores. 

 

• Valores estadísticos de dispersión: son indicadores del grado de 

 homogeneidad con que se agrupan los valores alrededor de las medias de 

 tendencia central. Reflejan la dispersión de los datos estudiados para las 

 variables; en nuestro caso se utiliza el error estándar (SE). 

 

• Contraste de hipótesis estadística: consiste en analizar si es significativa o 

 no la diferencia entre la media en las muestras y el valor supuesto control 

 del parámetro. La presencia de esta característica se mide por el valor “p” 

 (probabilidad). Se ha considerado diferencia significativa una p<0,05. 

 

Las pruebas de homogeneidad llevadas a cabo fueron: 

 

• T de Student. Test paramétrico que se basa en la suposición de que los 

 datos están muestreados de una población que sigue una distribución 

 normal. Permite comparar dos medias muestrales obtenidas de dos 

 grupos que difieren en un factor para analizar si entre ellos existen 

 diferencias significativas. La diferencia significativa nos confirma que es 

 muy poco probable que esta diferencia pueda ser explicada por el azar. 
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• U de Mann Whitney. Test no paramétrico, equivalente a la T de Student, 

 que se utiliza cuando la población no sigue una distribución normal. 

También se realizaron pruebas de regresión logística, que trata de relacionar la 

probabilidad de que una variable esté asociada con otras variables independientes. 

Se han utilizado para determinar los factores predictivos relacionados con la 

progresión metastática. Las variables analizadas han sido: edad, sexo, estadio, 

evolución metastática, intervalo libre de enfermedad y los valores séricos de la 

proteína ANXA5. Se define el intervalo libre de enfermedad como el periodo de 

tiempo en meses entre la cirugía del tumor primario y la aparición de metástasis.  

Adicionalmente se realizó un análisis de supervivencia en el que se trata de 

estudiar la supervivencia de una población y el esclarecimiento de los factores que 

condicionan la diferente evolución observada en un grupo de pacientes. 

• Curva de supervivencia de Kaplan-Meier. La curva de supervivencia es 

 la representación gráfica de la función de supervivencia estimada a partir 

 de los datos. La variable tiempo se representa en el eje de abscisas y la 

 probabilidad de supervivencia expresada en porcentaje o en tanto por uno 

 se representa en el eje de ordenadas. La metodología, producto-límite, 

 también conocida como Kaplan-Meier, parte de los tiempos de 

 supervivencia de cada uno de los individuos de la muestra y estima la 

 función supervivencia para la población de la cual la muestra es 

 representativa.  

 

• Test de Log-Rank (Comparación de curvas de supervivencia). Permite 

 comparar la supervivencia de dos grupos de individuos, diferenciados por 

 alguna característica, como pueden ser distintos factores pronóstico. El test 

 Log-Rank incorpora la información de dos grupos y es capaz de 

 manifestar diferencias significativas. La hipótesis que se pone a prueba es 

 la igualdad de supervivencia de las dos poblaciones. Si el test es 
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 significativo indicará que se rechaza la hipótesis de igualdad y, por lo 

 tanto, que las poblaciones estudiadas muestran supervivencias diferentes. 

Los análisis estadísticos se han realizado utilizando el programa IBM SPSS 

Statistics 20. Se consideran diferencias estadísticamente significativas entre las 

variables a partir de un valor p<0,05. En las gráficas se indica la significación 

estadística de la siguiente manera: ** p<0,01 y *p<0,05. 

 

15. Análisis de imagen 

 

El análisis de las imágenes obtenidas en el presente trabajo se ha realizado a través 

del programa ImageJ. ImageJ es una aplicación para el procesamiento y análisis de 

imagen desarrollada por el NIH (National Institute of Health) ampliamente usado 

en ciencia gracias a su simple interfaz, su velocidad de procesamiento y su 

extensibilidad. En el presente trabajo se han realizado análisis densitométricos, 

análisis de número de partículas y cuantificación de áreas sobre las imágenes 

obtenidas. 
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1. LA PROTEÍNA ANXA5 ESTÁ IMPLICADA EN LA CAPACIDAD 

MIGRATORIA E INVASIVA DE LAS CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO 

 

1.1. Expresión de ANXA5 en las líneas celulares de melanoma humano: A375, 

HT-144, MEL-HO y COLO-800 

Nuestro primer objetivo fue determinar la expresión de ANXA5 en distintas 

líneas celulares de melanoma. Con este fin se determinaron los niveles de 

proteína mediante western blot en tres lisados independientes de cada línea 

celular. En la figura 19 se muestra una imagen de la inmunodetección 

representativa de los western blots junto a una gráfica de expresión de ARNm de 

ANXA5. Esta proteína se visualiza en el western blot como una banda 

inmunorreactiva de 36 kDa, cuya expresión se encuentra significativamente 

disminuida en las líneas de melanoma A375 y HT-144 respecto a las líneas de 

melanoma MEL-HO y COLO-800. La cuantificación de la expresión génica 

mediante RT-qPCR confirmó que las líneas MEL-HO y COLO-800 expresan 

niveles significativamente mayores de ARNm correspondiente al gen ANXA5 

que las líneas celulares A375 y HT-144, siendo en las líneas MEL-HO y COLO-800 

aproximadamente 10 veces mayor la expresión relativa. 

 
 
Figura 19. Expresión de ANXA5 en líneas celulares de melanoma humano. (A) Western 
blot donde se muestra una menor expresión de proteína en las líneas celulares A375 y 
HT-144 frente a las líneas celulares MEL-HO y COLO-800. Imagen representativa de 3 
experimentos realizados. (B) La cuantificación de la expresión génica mediante RT-qPCR 
confirma una sobreexpresión de ANXA5 en las líneas de melanoma MEL-HO y COLO-
800 con respecto a las líneas A375 y HT-144. Los valores corresponden a la media ± DS 
de 3 experimentos independientes.* p<0,05. 
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Además, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia para la detección y 

localización de la proteína ANXA5 sobre células de melanoma. Las imágenes 

obtenidas (Figura 20) confirmaron la presencia de distintos niveles de proteína 

entre las diferentes líneas celulares de melanoma.  

 

 
 

Figura 20. Imágenes microscópicas mediante inmunofluorescencia de la expresión de 
ANXA5 en líneas celulares de melanoma humano. Los resultados mostrados son 
representativos de al menos 3 experimentos independientes. Barras de tamaño: 50µm.  
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1.2. La expresión de ANXA5 se relaciona con la capacidad migratoria e invasiva 

de las líneas celulares de melanoma humano 

 

Los ensayos de migración in vitro permiten evaluar de forma eficiente la 

capacidad migratoria de las distintas líneas celulares. Las 4 líneas celulares 

utilizadas en el presente estudio se dividieron en dos grupos, por un lado las dos 

líneas celulares (A375 y HT-144) con baja expresión de ANXA5 y por otro lado las 

dos líneas celulares (MEL-HO y COLO-800) con niveles más elevados de ANXA5. 

Como abordaje experimental utilizamos un modelo clásico de cierre de herida in 

vitro. Para llevar a cabo este experimento se sembraron las células a una densidad 

cercana a la confluencia, en placas de 24 pocillos. Previa a la realización de la 

herida, se trataron las células con 0,5 mg/ml de Mitomicina C con el fin de 

bloquear la proliferación celular. La herida se realizó con una punta estéril y se 

monitorizó la migración celular durante 48 horas. Como se puede observar en la 

figura 21, las líneas celulares con menor expresión de ANXA5 (A375 y HT-144) 

muestran una capacidad intrínseca para cerrar la herida, pero esta capacidad es 

significativamente mayor (p<0,05) en las líneas celulares con mayor expresión de 

ANXA5 (MEL-HO y COLO-800), pasando de una reducción de la superficie de la 

herida de aproximadamente un 30-40% a una reducción del 70-80%, en células de 

menor expresión de proteína y de mayor expresión, respectivamente. 

Estos resultados ponen de manifiesto que la capacidad migratoria de estas 4 

líneas de melanoma es significativamente diferente entre ellas, y se observa una 

mayor migración celular en aquellas líneas que expresan mayor cantidad de 

ANXA5. 
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Figura 21. Ensayos de cierre de herida. (A) Imágenes de microscopia de contraste de 
fases de los cultivos a 0 horas (tras realizar la herida), a 24 horas y a 48 horas de 
incubación. Cada imagen es respresentativa de al menos 12 campos seleccionados 
aleatoriamente de 3 experimentos independientes. (B) Gráfica cuantitativa que 
representa el porcentaje de cierre de herida a las 48 horas, teniendo en cuenta el área de 
la herida inicial (100%). La cuantificación del área se realizó mediante el programa 
ImageJ. Los datos representan la media ± DS de 3 experimentos independientes.  
* p<0,05. 
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Para continuar con el estudio del papel de ANXA5 en las líneas celulares de 

melanoma, decidimos analizar la capacidad invasiva de las células tumorales. 

Para ello, sembramos las distintas líneas celulares en cámaras transwell 

previamente recubiertas con una matriz extracelular reconstituida, conocida 

como Matrigel, y se mantuvieron en cultivo durante 24 horas. Como se muestra 

en la figura 22, en condiciones basales, es decir, en ausencia de estímulos 

exógenos, las líneas celulares A375 y HT-144 tienen baja capacidad intrínseca de 

atravesar los transwell cubiertos con Matrigel, mientras que las líneas MEL-HO y 

COLO-800 muestran una capacidad de invasión de la matriz extracelular 

reconstituida significativamente mayor (p<0,05). Comparando el número total de 

células que han atravesado el Matrigel, MEL-HO y COLO-800 duplican el 

número de células respecto a las líneas A375 y HT-144. De nuevo, se observa una 

relación positiva entre la expresión de ANXA5 y la capacidad invasiva de las 

líneas celulares de melanoma. 

 

 
 

Figura 22. Ensayos de invasión sobre Matrigel. Gráfica cuantitativa del número total de 
células que invaden la matriz de Matrigel en un tiempo de 24 horas. Los valores 
representan la media ± DS de 3 experimentos realizados por cuadriplicado.* p<0,05. 
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En resumen, estos resultados nos indican que, potencialmente, la expresión de 

ANXA5 puede influir sobre la migración celular y capacidad invasiva de las 

líneas celulares de melanoma, ya que aquellas que poseen mayor expresión de la 

proteína muestran mayor capacidad migratoria e invasiva. 

 

1.3. El silenciamiento de ANXA5 reduce significativamente la capacidad 

migratoria e invasiva de las células de melanoma humano 

 

Los resultados anteriores evidencian un papel importante para ANXA5 en la 

capacidad migratoria e invasiva de las células de melanoma, tanto en los ensayos 

de cierre de herida como en los ensayos de invasión con Matrigel. Con el fin de 

confirmar la participación de ANXA5 en estas actividades biológicas, realizamos 

experimentos de silenciamiento por siRNA específico, utilizando la metodología 

descrita en el apartado Material y Métodos.  

En primer lugar, utilizamos un siRNA control conjugado con fluoresceína para 

valorar la eficiencia de transfección sobre las células de melanoma, que a su vez 

se usó como control negativo de la transfección (Figura 23). Transcurridas 48 

horas después de la transfección, se obtuvo una eficiencia de transfección 

próxima al 80%, comprobado mediante microscopia de fluorescencia.  

 
 

Figura 23. Transfección con siRNA control en las células de melanoma humano. (A) 
MEL-HO (B) COLO-800. Imágenes representativas obtenidas mediante microscopio de 
de fluorescencia con contraste de fases de las células transfectadas y marcadas con 
fluoresceína. 
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Seguidamente, determinamos el grado de silenciamiento alcanzado midiendo los 

niveles de proteína mediante western blot. Para ello, las células con mayor 

expresión de ANXA5 (MEL-HO y COLO-800) fueron sembradas a 60% de 

confluencia y transfectadas. Como se observa en la figura 24, las células 

transfectadas con siRNA presentan unos niveles de ANXA5 más bajos que las 

transfectadas con el siRNA control. Cuantitativamente, el grado de 

silenciamiento proteico en estas condiciones se aproxima al 75% en la línea MEL-

HO y al 85% en la línea COLO-800.  

 
 

Figura 24. Eficiencia del silenciamiento de ANXA5. Las células MEL-HO y COLO-800 
se transfectaron con dos secuencias distintas de siRNA (20mM) específicos para ANXA5. 
(A) Análisis mediante western blot de los niveles de expresión de la proteína. Se utilizó 
β-actina como control de carga. Imagen representativa de 2 experimentos realizados 
independientemente. (B) Cuantificación del nivel de silenciamiento mediante análisis 
densiométrico de los blots. Los datos corresponden a la media ± DS de 2 experimentos 
independientes. 

 

Una vez validado el silenciamiento génico de ANXA5 realizamos los ensayos de 

migración con el modelo de cierre de herida utilizando las células MEL-HO y 

COLO-800 previamente transfectadas con las dos secuencias diferentes de siRNA. 

Como muestra la figura 25, el silenciamiento génico de ANXA5 inhibió 

significativamente la capacidad migratoria de las células de melanoma (MEL-HO 



Resultados                                                                                                                            n 

96 

p<0,001 y COLO-800 p=0,048), demostrando así que ANXA5 participa en la 

actividad migratoria en las células melanoma humano. 

 
Figura 25. Efecto del silenciamiento de ANXA5 sobre la migración de células de 
melanoma. (A) Imágenes de microscopia de contraste de fases de los cultivos a 0 horas y 
a 24 horas de incubación. Cada imagen es representativa de al menos 10 campos 
seleccionados aleatoriamente de 3 experimentos independientes. (B-C) Las células MEL-
HO (B) y COLO-800 (C) fueron transfectadas como se describe en el apartado Material y 
Métodos. La gráfica representa el porcentaje de cierre de herida a las 24 horas. Los datos 
representan la media ± DS de 3 experimentos independientes. * p<0,05 **p<0,01. 
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Del mismo modo se realizaron los ensayos con cámaras transwell cubiertos con 

Matrigel (Figura 26), utilizando de nuevo las células MEL-HO y COLO-800 

previamente transfectadas con los diferentes siRNA. El resultado obtenido 

demuestra que la capacidad invasiva de las células se redujo significativamente 

tras el silenciamiento génico de ANXA5 (MEL-HO p=0,0497 y COLO-800 

p=0,0014), de lo que se deduce que ANXA5 es responsable, en parte, de la 

actividad proinvasiva de las células de melanoma humano. 

 
 

Figura 26. Efecto del silenciamiento de ANXA5 sobre la invasión de células de 
melanoma. Las células MEL-HO (A) y COLO-800 (B) fueron transfectadas como se 
describe en el apartado Material y Métodos. La gráfica muestra la cuantificación del 
número de células que atraviesan el filtro cubierto con matrigel. Los datos representan la 
media ± DS de 3 experimentos independientes. * p<0,05 **p<0,01. 
 
 
1.4. La expresión de ANXA5 no afecta a la proliferación de las células de 

melanoma humano 

 

Con objeto de determinar si la expresión de ANXA5 juega algún papel en la 

proliferación celular, en primer lugar se analizó la proliferación de las células de 

melanoma con diferente expresión de ANXA5 mediante el test XTT. Los 

resultados no mostraron diferencias en la capacidad proliferativa de las líneas 

celulares con mayor expresión de ANXA5 (MEL-HO y COLO-800) en relación a 

las líneas celulares con baja expresión (A375 y HT-144) de la misma (Figura 27). 

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la expresión de ANXA5 no modula la 

tasa de proliferación celular. 
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Figura 27. Análisis de la capacidad proliferativa de las líneas de melanoma humano. A 
día 0 se sembraron, en placas de 96 pocillos, 10.000 células de cada línea celular por 
pocillo. Los cultivos se mantuvieron en condiciones normales de cultivo durante el 
transcurso del experimento. La capacidad proliferativa de cada línea se determinó 
mediante el ensayo colorimétrico XTT, cuantificando la absorbancia de las células en 
cultivo (relativo al número de células), en los tiempo indicados (0, 24, 48 y 72 horas). Los 
valores son medias ± DS de 3 experimentos realizados independientemente. 

 

Para confirmar los resultados anteriores, se analizó también la capacidad 

proliferativa de las células de melanoma con la proteína ANXA5 silenciada con 

ambas secuencias de siRNA. Como se puede observar en la figura 28, el 

silenciamiento de la expresión de ANXA5 no produjo cambios significativos en la 

capacidad proliferativa de la línea celular MEL-HO. 

 
 

Figura 28. Análisis de proliferación celular en las células silenciadas para ANXA5. Las 
células MEL-HO transfectadas con los siRNA para ANXA5 se sembraron en placas de 96 
pocillos a razón de 10.000 células por pocillo. La capacidad proliferativa se determinó 
mediante el ensayo colorimétrico XTT, cuantificando la absorbancia de las células en 
cultivo (relativo al número de células), en los tiempos indicados (24, 48 y 72 horas). Los 
valores representan las medias ± DS de 3 experimentos independientes. 
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1.5. Determinación de la actividad proteolítica de MMP-2 y MMP-9 en las 

líneas celulares de melanoma humano 

 

Con el fin de estudiar la actividad gelatinolítica de las líneas celulares de 

melanoma, se recogieron los medios de cultivo de las líneas y se realizaron 

zimografías. Al realizar estos geles se les añade el sustrato de las enzimas que 

queremos detectar, en este caso gelatina. Tras incubar los geles con los tampones 

correspondientes, la posterior tinción de estos con azul de Coomassie mostró la 

actividad metaloproteasa de las muestras en forma de bandas no teñidas en el 

gel. 

En el gel resultante (Figura 29) se apreciaron bandas atribuibles a MMP-2 y 

MMP-9 por su peso molecular (MMP-2, 66 kDa y MMP-9, 92 kDa). En el caso de 

la MMP-9 solo se detectó en la línea celular A375, por lo que la comparación entre 

las líneas celulares no fue posible. En el caso de MMP-2, la comparación entre las 

líneas celulares no mostró diferencias significativas en cuanto a la actividad 

proteolítica, a pesar de que la línea celular A375 mostró una ligera mayor 

actividad. 

 
  

Figura 29. Actividad enzimática gelatinolítica asociada a MMP-2 y MMP-9. Zimografía 
representativa de los medios de las líneas de melanoma estudiadas. Los geles fueron 
incubados durante 24 horas en un tampón específico para permitir la actividad 
gelatinolítica y fueron teñidos posteriormente para visualizar la degradación de la 
gelatina. 
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1.6. Determinación de los niveles de expresión de las MMP y los TIMP 

implicados en el desarrollo del melanoma 

 

Para completar los resultados obtenidos sobre el papel de las MMP en las líneas 

celulares de melanoma nos propusimos estudiar, mediante RT-qPCR, la 

expresión de MMP-2 y MT1-MMP y sus inhibidores (TIMP-1 y TIMP-2) que son 

las que hasta el momento se han relacionado más estrechamente con el desarrollo 

del melanoma. 

Los resultados de la expresión relativa de MMP-2 obtenidos mediante RT-qPCR 

indican que la línea celular A375 expresa niveles significativamente mayores de 

ARNm de MMP-2 que el resto de líneas. Los resultados sobre la expresión 

relativa de MT1-MMP evidenciaron que la línea de melanoma MEL-HO presenta 

niveles transcritos de ARNm de MT1-MMP mayores que el resto de las líneas que 

presentan niveles similares entre ellas. En cualquier caso, no existen diferencias 

significativas entre los niveles de ARNm de las cuatro líneas. En cuanto a la 

cuantificación de la expresión génica de los inhibidores de metaloproteasas, 

TIMP-1 muestra una diferencia significativa de expresión en la línea celular A375 

respecto al resto de líneas celulares. Por otro lado, la expresión de TIMP-2 no 

muestra diferencias significativas, aunque en las líneas MEL-HO y COLO-800 

aparece una expresión mayor que en A375 y HT-144 (Figura 30). 
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Figura 30. Niveles de expresión relativa de MMP2 (A), MT1-MMP (B), TIMP-1(C) y 
TIMP-2 (D). La cuantificación de la expresión génica mediante RT-qPCR muestra una 
sobreexpresión del gen MMP2 (A) y del gen TIMP-1 (C) estadísticamente significativa 
únicamente en la línea de melanoma A375 con respecto al resto de líneas celulares de 
melanoma. La cuantificación de la expresión génica mediante RT-qPCR de los genes 
MT1-MMP (B) y TIMP-2 (D) no muestra ninguna diferencia significativa entre las cuatro 
líneas de melanoma humano estudiadas. p< 0,05; NS: No significativo. 
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2. EFECTO DE ANXA5 EN LA EXPRESIÓN DE GENES IMPLICADOS EN LA 

MOTILIDAD CELULAR 

 

Con el objetivo de obtener mayor información sobre el papel de ANXA5 en la 

motilidad e invasión celular de las células de melanoma, nos propusimos analizar 

la expresión de 84 genes implicados en procesos como la quimiotaxia, la adhesión 

celular, la señalización mediada por integrinas, la formación de proyecciones 

celulares y la proteólisis entre otros. Para ello, empleamos el RNA extraído de 

células MEL-HO transfectadas con el siRNA específico de ANXA5 o con siRNA 

control. En la figura 31 se muestran los incrementos de expresión más notables, 

tanto positivos como negativos, de los genes incluidos en el análisis.  

 

 

 
Figura 31. Modulación de la expresión génica debido al silenciamiento de ANXA5 en 
las células de melanoma. Expresión de genes modulados por ANXA5 cuantificados por 
RT-qPCR, empleando un array comercial (Qiagen). Se muestran los genes cuya expresión 
sufrió un incremento mayor ± 2 veces tras el silenciamiento de ANXA5. El control sin 
silenciamiento se tomó como referencia (=1). El color rojo indica una disminución de la 
expresión del gen y el color verde indica un incremento. 



                                                                                                                          Resultados 

103 

Entre los genes que sufren una sobreexpresión se encuentran: ARHGEF7 (Rho 

Guanine Nucleotide Exchange Factor (GEF)7), también denominado βPIX; DPP4 

(Dipeptidyl-Peptidase 4); PAK1 (p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 1); PAK2 

(p21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 2) y SRC (V-Src Avian Sarcoma (Schmidt-

Ruppin A-2) Viral Oncogene Homolog). Entre ellos cabe destacar el aumento en la 

expresión del gen ARHGEF7 que experimenta un aumento de 4,04 veces.  

Entre los genes que sufren una disminución de la expresión se encuentran: 

ACTN3 (Actinin α3); EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor); FAP (Fibroblast 

Activation protein α) también denominado 170 kDa Melanoma Membrane-Bound 

Gelatinase; LIMK1 (LIM Domain Kinase 1); MYL9 (Myosin, Light Chain 9); PFN1 

(Profilin 1); PTK2 (Protein Tyrosin Kinase 2); PTK2β (Protein Tyrosin Kinase 2 β); 

RAC1 (Ras-related C3 Botulinum Toxin substrate 1); RHO (Rhodopsin); TGFβ1 

(Transforming growth factor β1); VEGFA (Vascular Endothelial growth factor A); 

WASL (Wiskott-Aldrich Syndrome-like). Entre ellos destacan FAP, PTK2β, RAC1, 

VEGFA y WASL con disminuciones en su expresión de 6,38; 5,08; 3,23; 9,09; y 4,64 

veces.  

Al llevar a cabo el análisis de los todos datos obtenidos de los genes, ACTN3 y 

EGFR quedaron excluidos, porque los valores Ct obtenidos son relativamente 

altos (<30) para una condición y relativamente bajos (<30) para la otra condición. 

Por ello el valor de cambio puede tener variaciones y no puede considerarse 

válido. 

Los genes que han mostrado una expresión diferencial entre las células MEL-HO 

transfectadas con siRNA específico para ANXA5 y MEL-HO transfectadas con 

siRNA control, se pueden clasificar en diferentes grupos de acuerdo a sus 

funciones (Figura 32). La mayoría de los genes no pertenecen únicamente a un 

grupo funcional, sino que pueden estar relacionados con varias funciones; por 

ejemplo, VEGFA, que participa tanto en la formación de proyecciones celulares 

como en la quimiotaxis y también ejerce como factor de crecimiento. Una vez 

realizado este agrupamiento funcional, destaca que la mayor parte de los genes 
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que han alterado su expresión tras el silenciamiento de ANXA5 se relacionan con 

las proyecciones celulares, las moléculas de adhesión y con las GTPasas de la 

familia Rho. 

 

 
 
Figura 32. Clasificación funcional de los genes modulados por el silenciamiento de 
ANXA5 en la línea celular MEL-HO de melanoma humano. 
 

Una vez identificados los genes que modifican su expresión tras el silenciamiento 

de ANXA5 en la línea celular MEL-HO, y tras estudiar la información disponible 

en cuanto a las funciones que desempeñan las proteínas que codifican estos 

genes, el siguiente paso fue analizar si estos cambios se reflejan a nivel proteico. 

Por lo tanto, se realizaron western blots para las proteínas ARHGEF7, FAP, 

PTK2β, RAC1, VEGFA y WASL sobre las 4 líneas celulares de melanoma 

utilizadas durante todo el trabajo; en el caso de las líneas con alta expresión de 
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ANXA5 (MEL-HO y COLO-800) también se incluyeron lisados de células 

transfectadas con siRNA específico para ANXA5. 

 

2.1. Proteína ARHGEF7 

 

La proteína ARHGEF7 (también conocida como βPIX) se identificó inicialmente 

como una proteína que interactúa con los miembros de la familia PAK (p21-

activated kinases) y posteriormente se demostró que pertenece al grupo de factores 

GEF (Guanine nucleotide-Exchange Factors) (Manser y cols, 1998). ARHGEF7 se 

hace visible en el western blot mediante una banda inmunorreactiva de 90 kDa 

(Figura 33). Las líneas celulares de baja expresión de ANXA5, A375 y HT-144, 

poseen niveles de ARHGEF7 que difieren notablemente. En las células MEL-HO 

se observa un aumento llamativo de la cantidad de proteína ARHGEF7 cuando 

éstas son silenciadas para ANXA5, respecto de las control no silenciadas. Este 

cambio en la cantidad de proteína es concordante con los resultados obtenidos en 

el array de expresión, en el cual la cantidad de mRNA para ARHGEF7 se 

incrementa 4 veces en la condición silenciada. Finalmente, la línea celular COLO-

800, cuya expresión de ANXA5 es similar a la línea celular MEL-HO, no sufre 

alteración en la cantidad de proteína ARHGEF7 tras el silenciamiento de ANXA5. 
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Figura 33. Niveles de expresión de ARHGEF7 en líneas de celulares de melanoma. (A) 
Análisis mediante western blot. Se utilizó β-actina como control de carga. Se muestra un 
western blot representativo de 2 experimentos realizados independientemente. (B) 
Cuantificación del nivel proteico mediante análisis densitométrico de los blots, 
tomándose como normalizador la cantidad de β-actina. Los datos se corresponden a la 
media ± DS de 2 experimentos independientes. 

 

2.2. Proteína FAP 

 

La proteína FAP (denominada también Seprasa) fue originalmente identificada 

en una línea celular de melanoma humano (Fodstad y cols., 1988). Esta proteína 

se ha relacionado con el comportamiento metastático de varios tumores, incluido 

el melanoma, porque posee actividad gelatinasa (Monsky y cols., 1994). FAP es 

detectada como una banda inmunorreactiva de 88 kDa (Figura 34). Las líneas 

celulares de baja expresión de ANXA5, A375 y HT-144, presentan cantidades 

similares de proteína FAP. Por otro lado, la línea celular MEL-HO muestra un 

leve descenso en la cantidad de proteína FAP tras el silenciamiento de ANXA5. 
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Esta leve disminución de proteína se corresponde con los resultados obtenidos en 

el array, aunque no del modo esperado, ya que el array arrojaba un valor de 6,38 

veces menor y la variación a nivel proteico es muy baja. Por último, la línea 

celular COLO-800 también sufre un descenso en la cantidad de proteína 

detectada en el western blot. En el análisis densitométrico se aprecia de un modo 

más claro la diferencia entre las condiciones control y silenciadas de la línea 

COLO-800 (Figura 34 B). Por lo tanto, en las dos líneas celulares con alta 

expresión de ANXA5, MEL-HO y COLO-800, su silenciamiento provoca una 

disminución de la proteína FAP. 

 

Figura 34. Niveles de expresión de FAP en líneas de celulares de melanoma. (A) 
Análisis mediante western blot. Se utilizó β-actina como control de carga. Se muestra un 
western blot representativo de 3 experimentos realizados independientemente. (B) 
Cuantificación del nivel proteico mediante análisis densiométrico de los blots. Los datos 
se corresponden a la media ±DS de 3 experimentos independientes. 
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2.3. Proteína PTK2β 

 

La proteína PTK2β (también conocida como PYK2) es una proteína citoplasmática 

de la familia FAK (Focal Adhesion Kinase) implicada en la adhesión celular, la 

morfología celular, la migración y la invasión (Du y cols., 2001). La proteína 

PTK2β es detectada como una banda inmunorreactiva de 116 kDa en la figura 35. 

Las líneas celulares A375 y HT-144 muestran, de nuevo, diferencias entre la 

cantidad de proteina PTK2β, siendo la cantidad de proteína PTK2β más elevada 

en los lisados celulares de A375 que en los de HT-144. En el caso de la línea 

celular MEL-HO, las diferencias que existen entre la condición control y la 

condición silenciada son pequeñas. De nuevo, este ligero descenso en la cantidad 

de proteína es acorde con los resultados obtenidos en el array, pero en menor 

medida, ya que el valor de cambio es de 5 veces menor y la variación a nivel 

proteíco es muy baja. Respecto a la línea celular COLO-800, entre las dos 

condiciones estudiadas no se manifiestan diferencias notables.  
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Figura 35. Niveles de expresión de PTK2B en líneas de celulares de melanoma. (A) 
Análisis mediante western blot. Se utilizó β-actina como control de carga. Se muestra un 
western blot representativo de 2 experimentos realizados independientemente. (B) 
Cuantificación del nivel proteico mediante análisis densiométrico de los blots. Los datos 
se corresponden a la media ±DS de 2 experimentos independientes. 

 
2.4. Proteína RAC1 

 

La proteína RAC1 es un miembro ampliamente estudiado de la familia Rho 

GTPasas, que controla procesos fundamentales de las células como la 

reorganización del citoesqueleto de actina, adhesión celular, migración y ciclo 

celular, entre otras (Cardama y cols., 2014). RAC1 es detectada como una banda 

inmunorreactiva de 21 kDa, como se puede observar en la figura 36. Las líneas 

celulares A375 y HT-144 presentaron cantidades similares de la proteína. En el 

caso de la línea celular MEL-HO, la condición control muestra una mayor 

cantidad de proteína RAC1 que la condición silenciada para ANXA5. Este 

resultado es concordante con los resultados obtenidos en el array, que mostraban 
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un valor de cambio de 3,23 veces menor. En último lugar, la línea celular COLO-

800 no muestra variación en la cantidad de RAC1 entre las condiciones 

estudiadas, por lo que el silenciamiento de ANXA5 no parece actuar de igual 

modo en las dos líneas celulares con alta expresión de la misma. 

 

 

Figura 36. Niveles de expresión de RAC1 en líneas de celulares de melanoma. (A) 
Análisis mediante western blot. Se utilizó β-actina como control de carga. Se muestra un 
western blot representativo de 2 experimentos realizados independientemente. (B) 
Cuantificación del nivel proteico mediante análisis densiométrico de los blots. Los datos 
se corresponden a la media ±DS de 2 experimentos independientes. 
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2.5 Proteína VEGFA 

 

La proteína VEGFA (en origen denominada VEGF) fue identificada y aislada 

como un mitogéno especifico de células epiteliales con capacidad de inducir tanto 

fisiológicamente como patológicamente el proceso de angiogénesis (Leung y 

cols., 1989; Tischer y cols., 1989). En el ensayo de inmunodetección de la proteína 

VEGFA se observa una señal clara de 21 kDa correspondiente a la misma. Las 

líneas celulares A375 y HT-144 muestran una expresión muy marcada de la 

proteína, y similar entre ambas líneas celulares (Figura 37). Los resultados para la 

línea celular MEL-HO muestran que ambas condiciones, control y silenciada para 

ANXA5, presentan una cantidad de proteína VEGFA similar. Esto contradice los 

resultados obtenidos en el array de expresión, ya que el valor de cambio de 

expresión era de 9 veces menor. Por último, la línea COLO-800 presenta un 

resultado llamativo, ya que la condición control muestra valores inferiores de 

proteína VEGFA que la condición silenciada. Por lo tanto, el silenciamiento de 

ANXA5 actúa de manera muy dispar sobre las líneas celulares que poseen alta 

expresión de ANXA5. 
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Figura 37. Niveles de expresión de VEGFA en líneas de celulares de melanoma. (A) 
Análisis mediante western blot. Se utilizó β-actina como control de carga. Se muestra un 
western blot representativo de 3 experimentos realizados independientemente. (B) 
Cuantificación del nivel proteico mediante análisis densiométrico de los blots. Los datos 
se corresponden a la media ±DS de 3 experimentos independientes. 

 

2.6 Proteína WASL 

 

La proteína WASL (también denominada N-WASP) destaca por su papel en la 

regulación del citoesqueleto de actina (Rohatgi y cols., 1999). Esta proteína se 

hace visible en el western blot mediante una banda inmunorreactiva de 65 kDa, 

como se puede observar en la figura 38. Las líneas con baja expresión de ANXA5, 

A375 y HT-144, muestran distinta cantidad de proteína WASL, mostrando la 

línea A375 una cantidad que triplica la proteína WASL de la línea HT-144. La 

validación mediante western blot en la línea MEL-HO mostró un marcado 

aumento de la proteína WASL en la condición silenciada frente a la condición 
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control. Este resultado de nuevo es discordante con lo obtenido en el array de 

expresión, ya que el valor de cambio de expresión para WASL es de 4,64. 

Finalmente, la cantidad de WASL encontrada en las dos condiciones para la línea 

celular COLO-800 es similar. Estos resultados sugieren que el silenciamiento de 

ANXA5 actúa de modo diferente sobre las líneas celulares que poseen alta 

expresión de la misma, y que en el caso de la línea MEL-HO puede existir una 

alteración en los mecanismos de degradación de la proteína que permite su 

acumulación. 

 

 

Figura 38. Niveles de expresión de WASL en líneas celulares de melanoma. (A) 
Análisis mediante western blot. Se utilizó β-actina como control de carga. Se muestra un 
western blot representativo de 2 experimentos realizados independientemente. (B) 
Cuantificación del nivel proteico mediante análisis densiométrico de los blots. Los datos 
se corresponden a la media ±DS de 2 experimentos independientes. 
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3. NIVELES SÉRICOS DE ANXA5 EN PACIENTES CON MELANOMA Y SU 

RELACIÓN CON LA EVOLUCIÓN CLÍNICA DE LA ENFERMEDAD 

 

Se analizaron los niveles de ANXA5 en el suero de pacientes diagnosticados de 

melanoma cutáneo en diferentes estadios y evolución clínica. Mediante 

inmunoensayo enzimático, se cuantificó la cantidad de ANXA5 en el suero de los 

pacientes obtenido en el momento del diagnóstico de melanoma. Como el estudio 

ha sido retrospectivo hemos podido dividir los pacientes en dos grupos de 

acuerdo a su evolución clínica: pacientes con buena evolución, aquellos con más 

de 5 años libres de enfermedad tras las extirpación del melanoma primario, y 

pacientes con melanoma de evolución metastática, aquellos pacientes que 

desarrollaron metástasis durante los dos primeros años de seguimiento tras la 

exéresis quirúrgica. También se analizaron simultáneamente como controles, el 

suero de 49 individuos sanos. Los sueros de todos los grupos de estudio 

recogidos, alicuotados y almacenados a -80 ºC, como se explica en el apartado de 

Material y Métodos, se descongelaron antes de la realización de los ensayos. 

 

3.1. Características clínicas del grupo de pacientes con melanoma  

 

Los niveles en suero de ANXA5 fueron determinados en un total de 155 pacientes 

diagnosticados de melanoma (43,9% hombres y 56,1% mujeres). Los datos 

clínicos de los pacientes diagnosticados de melanoma se resumen en la siguiente 

tabla. 

 

Tabla 20. Datos clínicos de los pacientes diagnosticados con melanoma.  
 

 N (%) Sexo (M / F) 
 155 (100%) 68 / 87 

Estadio (a)  
I 83  (53,55%) 37 / 46 
II 54  (34,84%) 24 / 30 
III 18  (11,61%) 8 / 10 

(a) Estadiaje de acuerdo a la AJCC. 
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Los pacientes con melanoma presentan, en la mayor parte de los casos, estadios 

tempranos del desarrollo tumoral en el momento del diagnóstico de la 

enfermedad, que corresponden a estadios I y II de acuerdo a la clasificación 

AJCC. De los 155 pacientes estudiados, 137 (88,39%) presentaron estadios I y II y 

solamente 18 pacientes (11,61%) fueron diagnosticados en el estadio III. En el 

presente estudio no se incluyeron pacientes con melanoma in situ ni pacientes de 

melanoma en estadio IV. 

En relación al sexo el melanoma es más frecuente en mujeres, especialmente en 

los estadios iniciales, igualándose la frecuencia entre sexos en estadios más 

avanzados. 

Los pacientes con melanoma fueron, además, clasificados en cinco grupos de 

acuerdo a la localización del tumor primario en el momento del diagnóstico de la 

enfermedad: en la cabeza o cuello (CC), en el tronco (TR), en las extremidades 

superiores (ES), en las extremidades inferiores (EI) y en manos o pies (MP). Las 

localizaciones mayoritarias del tumor primario fueron tronco (42,5%) y 

extremidad inferior (25,16%) (Figura 39). 

 

 
Figura 39. Clasificación de los pacientes de melanoma de acuerdo a la localización del 
tumor primario. TR (tronco), EI (extremidad inferior), ES (extremidad superior), MP 
(manos y pies), CC (cabeza y cuello) y – (aquellos en los que no se localizó el tumor 
primario). 
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Haciendo referencia al tipo de metástasis desarrollada, el 24,7% de los pacientes 

con evolución metastática desarrollaron metástasis en tránsito, un 46,9% 

desarrollaron metástasis ganglionares y un 28,4% desarrollaron metástasis a 

distancia (Figura 40). 

 

Figura 40. Clasificación de los pacientes con melanoma de acuerdo al tipo de 
metástasis desarrollada. Metástasis en tránsito, ganglionar o a distancia. 

 

En resumen, los pacientes analizados se caracterizaban, en el momento del 

diagnóstico de la enfermedad, por presentar estadios tempranos del tumor 

primario (principalmente estadios I y II según la clasificación AJCC), con 

localizaciones tumorales mayoritariamente en tronco en los hombres y en 

extremidades inferiores en las mujeres. Además, los pacientes de mala evolución 

desarrollan metástasis ganglionar con mayor frecuencia. 

 
3.2. Niveles séricos de ANXA5 en pacientes con melanoma en relación a la 

evolución clínica y al estadio del tumor primario 

 

Tras determinar la concentración de los niveles séricos de ANXA5 tanto en el 

suero de pacientes de melanoma como de controles sanos mediante kits 

inmunoenzimáticos, los resultados fueron analizados con el fin de constatar si 

existían diferencias significativas entre los niveles de esta proteína en el suero de 

pacientes con melanoma frente controles sanos, entre los diferentes estadios 

tumorales y en cuanto a la evolución clínica del paciente. 
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Para la comparación de medias de variables entre dos grupos independientes fue 

utilizado el test t de Student. Esta prueba estadística es exigente sobre dos 

requisitos en la distribución de la variable cuantitativa que se está analizando. 

Por un lado el criterio de homogeneidad, por el cual la variable debe distribuirse 

siguiendo una distribución normal. Para comprobar este supuesto se emplea la 

prueba de contraste Kolmogorov-Sminornov, que plantea como hipótesis nula 

que los datos se distribuyen de manera normal. Por otro lado el criterio de 

homocedasticidad, por el cual las varianzas de la distribución de la variable de 

los grupos que se comparan deben ser iguales u homogéneas. Para comprobar el 

supuesto de homogeneidad de varianzas u homocedasticidad, el test t de Student 

realiza automáticamente una prueba de hipótesis para la igualdad de varianzas, 

la prueba F de Levene, que plantea como hipótesis nula que las varianzas de los 

dos grupos son iguales. 

Cuando las pruebas de Kolmogorov-Smirnornov y F de Levene son significativas 

(p<0,05) se asume que las variables no siguen una distribución normal y las 

varianzas no son homogéneas, lo que lleva a la necesidad de recurrir a pruebas 

estadísticas no paramétricas para la comparación de las variables entre los grupos 

independientes. En este caso, el test utilizado fue el test U de Mann Whitney. Por 

lo tanto, en el presente trabajo, la variable de estudio no se ajusta a una 

distribución normal ni las varianzas son homogéneas, por lo que se utilizó el test 

U de Mann Whitney. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla: 
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Tabla 21. Niveles séricos de ANXA5 en pacientes con melanoma y controles sanos.   

 N ANXA5 (ng/ml) 

Controles 49 0,75 ± 0,03 
Pacientes 155 1,05 ± 0,06 * 

Buena evolución 77 0,85 ± 0,049 
Mala evolución 78 1,25 ± 0,10 * 

ESTADIO   
I 83 1,02 ± 0,088 
II 54 1,06 ± 0,095 
III 18 1,16 ± 0,19 

 
Los datos representan la media ± SE de los niveles séricos de la proteína. Para la comparación de 
los datos se utilizó el test U de Mann Whitney. * p<0,05.  

 
 

La comparación de los niveles séricos de ANXA5 entre los pacientes con 

melanoma y los controles sanos muestra diferencias significativas (p<0,05). Tal y 

como muestra la figura 41, la media de los niveles de ANXA5 en el suero de los 

pacientes es de 1,05 ± 0,06 ng/ml frente a 0,75 ± 0,03 ng/ml en los individuos 

sanos. Sin embargo, la comparación entre los estadios del tumor primario no 

presenta diferencias significativas. La media de los pacientes cuyo tumor 

primario se detectó en estadio I fue de 1,02 ± 0,088 ng/ml; los pacientes cuyo 

tumor primario se diagnóstico en estadio II presentan una media de 1,06 ± 0,095 

ng/ml; y por último, los pacientes cuyo tumor primario se diagnóstico como 

estadio III presentan una media de 1,16 ± 0,19 ng/ml. 
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Figura 41. Comparación de los niveles séricos de ANXA5 entre pacientes (n=155) y 
controles sanos (n=49); y entre pacientes con diferentes estadios del tumor primario: I 
(n=83), II (n=54) y III (n=18). *p<0,05, NS, no significativo 

 

Del mismo modo, se realizó la comparación de los niveles séricos de ANXA5 

entre los pacientes con distinta evolución clínica y ésta pone de manifiesto 

diferencias significativas (p<0,005) (Figura 42). Los pacientes con buena 

evolución clínica tienen una media de 0,85 ± 0,049 ng/ml frente a la media de los 

pacientes con progresión metastática que es de 1,25 ± 0,10 ng/ml. 

 

 
 

Figura 42. Comparación de los niveles séricos de ANXA5 entre los pacientes con 
melanoma con distinta evolución clínica.* p<0,05. 
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A pesar de que no existen diferencias significativas en los niveles séricos de la 

proteína cuando se comparan todos los pacientes por estadios, al agrupar los 

pacientes por estadio y por evolución, los niveles séricos de ANXA5 muestran 

diferencias claramente significativas (Tabla 22). 

 

Tabla 22. Niveles séricos de ANXA5 en pacientes con estadios tempranos de 
melanoma. 

 

Estadio N (%) ANXA5 (ng/ml) 

I (n=83) 
Buena evolución 61 (73,5%) 0,88 ± 0,059 
Evolución metastática 22 (26,5%) 1,43 ± 0,27 ** 

II (n=54) 
Buena evolución 16 (29,6%) 0,69 ± 0,05 
Evolución metastática 38 (70,4%) 1,22 ± 0,12 *** 

 
Los datos representan la media ± SE de los niveles séricos de la proteína. Para la comparación de 
los datos se utilizó el test U de Mann Whitney. ** p<0,01 ***p<0,000.  

 

Se observa, por tanto, un aumento de los niveles de ANXA5 en el suero de 

pacientes con evolución metastática en los estadios tempranos de la enfermedad 

(Figura 43). 

 
Figura 43. Comparación de los niveles séricos de ANXA5 entre los pacientes de 
estadios tempranos con distinta evolución clínica. I Buena Evolución (n=61), I 
Evolución Metastática (n=22), II Buena evolución (n=16) y II Evolución Metastática 
(n=38). 
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Por último, se analizaron los niveles de ANXA5 en el suero de los pacientes que 

desarrollaron metástasis, comparando los niveles séricos de los distintos tipos de 

metástasis que padecieron. Es significativa la diferencia entre los niveles séricos 

de los pacientes con metástasis en tránsito y los pacientes con metástasis 

ganglionar (p=0,0013). A su vez, también aparecen diferencias significativas entre 

los niveles séricos de los pacientes con metástasis en tránsito y los pacientes con 

metástasis a distancia (p=0,022) (Figura 44). 

 
Figura 44. Comparación de los niveles séricos de ANXA5 en función del tipo de 
metástasis desarrollada en los pacientes de melanoma. Metástasis en tránsito (n=19), 
Metástasis ganglionar (n=37) y Metástasis a distancia (n=22). **p<0,01 *p<0,05. 

 

3.3. Análisis multivariante de marcadores pronóstico en pacientes con 

melanoma  

 

Con el objetivo de determinar qué factores son predictivos de progresión 

metastática en el melanoma se utilizó un modelo de regresión logística. Se 

analizaron solamente los pacientes en estadios tempranos del tumor primario 

(estadios I y II de acuerdo a la clasificación AJCC). Se incluyeron en el análisis 

como variables independientes la edad, el sexo, el estadio, el intervalo libre de 

enfermedad y los niveles séricos de ANXA5. Como variable dependiente la 

evolución clínica. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 23. 
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Tabla 23. Análisis multivariante de factores pronóstico en pacientes con melanoma. 

Análisis de Regresión logística 

Edad 0,910 
Sexo 0,311 
Estadio 0,000* 
ANXA5 0,001* 

 
* Diferencias significativas p<0,05 

 

Los resultados mostraron que en pacientes con melanoma en estadios tempranos, 

además del estadio del tumor, los niveles séricos de ANXA5 están 

significativamente asociados a la evolución maligna del melanoma. 

 

3.4. Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier 

 

Para realizar el análisis de supervivencia se dividieron a los pacientes con 

melanoma en dos grupos en función de los niveles séricos de ANXA5. Se calculó 

el valor superior del límite de normalidad para la proteína, correspondiente al 

valor medio de los individuos control más dos veces su desviación estándar (+2 

DS), y se comparó la supervivencia de los pacientes con niveles séricos de la 

proteína inferiores y superiores a dicho valor mediante el test de Long-Rank. En 

nuestro caso la supervivencia se refiere al intervalo libre de enfermedad 

cuantificado en meses. 

El resultado obtenido con el test Long-Rank es significativo. Por lo tanto, los 

pacientes con melanoma cuyos niveles séricos de ANXA5 son inferiores a 1,20 

ng/ml tienen significativamente (p=0,009) mayor supervivencia que los que 

presentan niveles séricos superiores a 1,2 ng/ml. Los resultados se muestran en la 

figura 45. 
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Figura 45. Curva de supervivencia Kaplan-Meier. Supervivencia en los pacientes con 
melanoma de acuerdo a los niveles séricos de ANXA5 (+2DS). Las diferencias son 
significativas de acuerdo al test de Log-Rank p<0,01. El intervalo libre de enfermedad 
está expresado en meses.  
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1. IMPLICACIÓN DE LA PROTEÍNA ANXA5 EN LA CAPACIDAD 

MIGRATORIA E INVASIVA DE LAS CÉLULAS DE MELANOMA HUMANO 

 

El melanoma cutáneo es una enfermedad muy agresiva que representa el 80% de 

las muertes derivadas de cáncer de piel (Miller y Mihm, 2006). Este carácter tan 

agresivo se manifiesta como un gran potencial de diseminación a pesar de partir 

de masas tumorales pequeñas (Meier y cols., 2002; Mohr y cols., 2009). El 

melanoma cutáneo se produce, la mayoría de las veces, a partir de los melanocitos 

distribuidos en la capa basal de la epidermis. También existen melanomas que se 

producen a partir de nevi preexistentes, aunque en porcentajes bajos (0,03% para 

hombres y 0,009% para mujeres) (Goldstein y Tucker, 2013). El melanoma se 

produce a partir de una población clonal de melanocitos que proliferan de manera 

aberrante, lo que se denomina lesión hiperplásica, que normalmente no progresa 

debido a la senescencia celular (Gray-Schopfer y cols., 2007). Una vez que la 

senescencia es superada, el nevus exhibe displasia y, posteriormente, puede 

progresar a una etapa de difusión superficial (fase de crecimiento radial (RGP)) 

que se limita a la epidermis y tiene potencial invasor bajo. Finalmente, las células 

adquieren la capacidad de invadir la dermis (fase de crecimiento vertical (VGP)) y 

pueden dar lugar a metástasis (Miller y Mihm, 2006). 

La progresión tumoral hacia una metástasis es una sucesión de eventos que 

comienza con una invasión local de los tejidos adyacentes y de la matriz 

extracelular, seguida de una intravasación de las células tumorales a los vasos 

sanguíneos en los cuales tienen que sobrevivir en las condiciones del torrente 

sanguíneo. Posteriormente tiene lugar la extravasación en tejidos distantes, y 

finaliza con la colonización de órganos distantes (Valastyan y Weinberg, 2011; 

Chapman y cols., 2014).  

La capacidad de migración celular es necesaria y fundamental durante la 

embriogénesis y la homeostasis de organismos multicelulares. Las células de la 

cresta neural, de las cuales derivan los melanocitos, modifican sus propiedades 

adhesivas, su morfología y las uniones celulares con el objetivo de adquirir 
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motilidad celular durante su migración hasta sus destinos finales. Esto es posible 

gracias la modulación de la expresión de las cadherinas a través de la acción de 

factores de transcripción como Snail2 y Foxd3 (Kerosuo y Bronner-Fraser, 2012).  

El proceso de migración desde la cresta neural utiliza varios procesos celulares 

que incluyen la invasión, la transición epitelio-mesénquima (TEM), la 

pluripotencia y la determinación del destino celular (Hu y cols., 2014). Algunos de 

estos procesos, como la invasión celular y la TEM, contribuyen a la progresión 

maligna del melanoma y están comúnmente asociados a la aparición de metástasis 

(Denecker y cols., 2014). Estudios recientes sugieren que el alto grado de 

plasticidad y la naturaleza agresiva del melanoma maligno derivan de una 

aberrante activación de genes involucrados en el desarrollo embrionario, que 

típicamente se silencian a través del proceso normal de diferenciación de los 

melanocitos (Hendrix y cols., 2007; Strizzi y cols., 2011; Bailey y cols., 2012). 

Por otro lado, cada vez son más los estudios que demuestran que las anexinas 

están implicadas en procesos patológicos y más concretamente en procesos 

tumorales, desarrollando papeles importantes en el desarrollo de los tumores, en 

el proceso metastático y en la resistencia a fármacos (Guo y cols., 2013; Biaoxue y 

cols., 2014; Peng y cols., 2014; Wu y cols., 2014). Entre las funciones fisiológicas en 

las que participan las anexinas se encuentran la transducción de señales, la 

proliferación celular, los procesos apoptoticos, los procesos de inflamación y la 

diferenciación celular, entre otros. El conjunto de los trabajos publicados, ha 

permitido proponer (Pan y cols., 2013; Huang y cols., 2014; Liu y cols., 2014; Yang 

y cols., 2015), y en algunos casos demostrar (Belvedere y cols., 2014; Pimiento y 

cols., 2015; Tristante y cols., 2015), que las anexinas contribuyen a eventos tales 

como la migración y la invasión de tejidos que se produce durante la progresión 

metastática. De entre los miembros de la familia de anexinas, la anexina A1 ha 

sido objeto de múltiples estudios y se ha relacionado con la diseminación del 

melanoma, la invasión y migración de las células de carcinoma de páncreas y con 

la capacidad invasiva de canceres gástricos (Cheng y cols., 2012; Belvedere y cols., 

2014; Boudhraa y cols., 2014). Dependiendo del tipo de tumor, algunos miembros 
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de la familia de las anexinas se encuentran reprimidos mientras que otros 

miembros se sobreexpresan (Deng y cols., 2013). Por ejemplo, Wehder y 

colaboradores demostraron que la ANXA5 regula la capacidad invasiva del 

carcinoma oral (Wehder y cols., 2009). En el caso concreto del melanoma, poco se 

conoce sobre la relación entre las anexinas y la progresión tumoral. Es por ello que 

en el presente trabajo hemos estudiado la relación directa entre la expresión de la 

proteína ANXA5 y la capacidad migratoria e invasiva de las células de melanoma. 

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación, en los cuales se 

buscaba identificar proteínas diferencialmente expresadas entre líneas celulares de 

melanoma y melanocitos no tumorales, evidenciaron que la proteína ANXA5 se 

encuentra diferencialmente expresada entre las diferentes líneas de melanoma. 

Este resultado se validó en 10 líneas celulares de melanoma y 5 de melanocitos. Al 

analizar la expresión de la proteína mediante western blot y la expresión relativa a 

nivel de ARNm, se observaron dos perfiles claros entre las distintas líneas de 

melanoma. Un grupo de líneas celulares de melanoma mostraba valores de 

expresión significativamente elevados frente a la expresión de los melanocitos, 

mientras que otro grupo de líneas celulares de melanoma mostraba valores de 

expresión significativamente disminuidos respecto a los melanocitos (Arroyo-

Berdugo y cols., 2014). Estos resultados nos hicieron plantear si la expresión de 

ANXA5 podría estar discriminando aquellos melanomas con mayor capacidad 

invasiva. 

En primer lugar, seleccionamos líneas de melanoma con expresión de ANXA5 

significativamente distinta: dos líneas celulares de melanoma (A375 y HT-144) con 

baja expresión de ANXA5 y otras dos líneas celulares de melanoma (MEL-HO y 

COLO-800) con alta expresión de ANXA5. Los resultados muestran claramente 

una relación entre la expresión de la proteína y la capacidad migratoria e invasiva 

de las líneas celulares. Es decir, las líneas celulares con mayor expresión de 

ANXA5 presentan mayor capacidad intrínseca migratoria e invasiva. En cambio, 

los resultados obtenidos en ensayos de proliferación celular indican que todas las 
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líneas celulares de melanoma poseen tasas de proliferación similares, 

independientemente de la expresión de ANXA5.  

El papel que desempeñan las anexinas en la proliferación de las células tumorales 

no está aclarado, y en el caso de ANXA5 no existen trabajos previos que la 

relacionen con la proliferación. Sobre otros miembros de la familia de las anexinas 

y en otros tipos de cáncer sí se dispone de más información pero no sin 

controversia. Así, una supresión de la expresión de ANXA2 inhibe la proliferación 

in vitro e in vivo en células de hepatoma, en células de glioma y en células de 

adenocarcinoma de ovario (Zhai y cols., 2011; Mogami y cols., 2013; Zhang y cols., 

2013; Dong y cols., 2014). La expresión de ANXA1, por otro lado, inhibe el 

crecimiento tumoral en casos como el cáncer de mama o el carcinoma escamoso de 

laringe (Ang y cols., 2009; Gastardelo y cols., 2014). 

Con motivo de analizar en profundidad si la expresión de ANXA5 en las células 

de melanoma afecta a estos parámetros, llevamos a cabo un silenciamiento de 

ANXA5 mediante ARN de interferencia. Un hallazgo importante de este trabajo 

ha sido que el silenciamiento de ANXA5 en las líneas celulares de melanoma 

produce una disminución notable tanto en la capacidad migratoria como en el 

potencial invasivo. Si bien no hemos podido determinar los mecanismos 

moleculares implicados, es probable que esta función que favorece la evolución 

tumoral sea consecuencia de que ANXA5 interfiera en o regule procesos que 

aumentan la capacidad celular de invadir tejidos cercanos. El silenciamiento de 

ANXA5, en la línea celular MEL-HO no modificó su tasa proliferativa. Estos 

resultados son coherentes con los obtenidos previamente de las cuatro líneas 

celulares con diferente expresión de ANXA5.  

En base a nuestros resultados previos y a todos los datos expuestos anteriormente, 

la hipótesis que nos planteamos fue que en las células de melanoma ANXA5 no 

desempeña únicamente funciones de señalización o estabilización de membrana, 

sino que es capaz de inducir in vitro una respuesta motogénica y favorecer con ello 

la capacidad tumorigénica de las células de melanoma.  
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El análisis sobre la actividad invasiva inducida por ANXA5 en las células de 

melanoma no estaría completo sin determinar la expresión y actividad de 

proteínas tan importantes en la remodelación de la matriz extracelular como son 

las proteasas de la familia de las metaloproteasas (MMP). Las alteraciones en los 

mecanismos de adhesión, la adquisición por parte de las células de la capacidad 

de migración e invasión así como la existencia de procesos de proteólisis y 

degradación de la membrana basal y de la matriz extracelular, son fundamentales 

para el proceso metastático de la enfermedad tumoral (Cascales-Angosto y 

Álvarez-Gómez, 2010). 

En el melanoma tanto las células tumorales como las células estromales asociadas 

a tumores muestran un aumento de la expresión de varias MMP, así como de sus 

inhibidores tisulares (TIMP) (Hoffman y cols., 2005). La degradación y la 

remodelación de la ECM durante la metástasis del melanoma permiten a las 

células tumorales invadir el espacio extracelular circundante, propagarse a través 

de la circulación linfática o vascular y extravasarse a órganos distantes. Por la 

contribución de las MMP a la migración e invasión, se estudió la actividad 

proteolítica de dos miembros de la familia de las MMP, como son MMP-2 y MMP-

9, comúnmente sobreexpresadas en el melanoma. 

Los resultados obtenidos sobre la actividad enzimática de estas dos gelatinasas no 

mostraron asociación entre el grado de actividad proteolítica y la capacidad 

migratoria e invasiva que las distintas líneas celulares de melanoma habían 

mostrado en los ensayos anteriores. Es decir, MEL-HO y COLO-800, que 

evidenciaron mayor capacidad de migración e invasión, apenas tenían actividad 

de la MMP-9. En cuanto a la actividad de MMP-2, A375 mostró valores más 

elevados, pero entre las cuatro líneas no existen diferencias. Adicionalmente, se 

completaron estos resultados con datos de expresión no sólo de MMP-2, sino con 

datos de los dos principales inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP-1 y 

TIMP-2) y con otra metaloproteasa (MT-MMP1) cuyo papel en el melanoma está 

siendo ampliamente estudiado en la actualidad (Ma y cols., 2014; Ranjan y 

Kalraiya, 2014; Shaverdashvili y cols., 2014). Se ha propuesto recientemente a MT-
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MMP1 como un modulador de la diseminación y metástasis del melanoma que 

actúa a través de la activación de MMP-2 y RAC1 (Shaverdashvili y cols., 2014).  

Del estudio de la expresión de MMP-2, MT-MMP1, TIMP-1 y TIMP-2 se desprende 

que hay diferencias significativas de expresión entre las líneas celulares en el caso 

de MMP-2 y TIMP-1, siendo exclusivamente la línea A375 la que muestra valores 

muy elevados de ambas dos. Esta sobreexpresión puede deberse a una activación 

por parte de MT-MMP1 y asociado a una expresión reducida de TIMP-2 (Bramhall 

y cols., 1997). Según múltiples estudios, el papel de las MMP y los TIMP no recae 

tanto en el nivel de expresión de los mismos, sino más bien en el equilibrio entre 

ambos tipos de enzimas. Cuando el equilibrio entre las MMP y los TIMP se rompe, 

produciéndose generalmente una deficiencia relativa de los TIMP, se ve 

favorecido el crecimiento tumoral y la metástasis (Bramhall y cols., 1997; 

Bloomston y cols., 2002; Avadanei y cols., 2013). 

Con estos resultados interpretamos que la capacidad migratoria e invasiva de las 

células de melanoma asociada a la expresión de ANXA5 no se ve influenciada por 

la actividad proteolítica ni por la expresión de las MMP y los TIMP, apoyando la 

hipótesis de que ANXA5 interactúa con otras vías implicadas en la motilidad 

celular. 
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2. ANXA5 REGULA LA EXPRESIÓN DE GENES RELACIONADOS CON EL 

CONTROL DEL CITOESQUELETO DE ACTINA 

 

La iniciación y la progresión tumoral implica múltiples eventos como son la 

transformación celular, el crecimiento tumoral, la neovascularización, la invasión 

y la metástasis (Hanahan y Weinberg, 2011). En las últimas décadas, se han 

realizado múltiples estudios para discernir los mecanismos implicados en la 

regulación y progresión del melanoma, principalmente centrados en el alto 

potencial migratorio e invasivo de las células de melanoma. A pesar de ellos, los 

mecanismos moleculares que proporcionan este potencial a las células tumorales 

no están esclarecidos (Kappelmann y cols., 2014).  

La migración celular y la invasión celular son procesos estrechamente 

relacionados con la dinámica del citoesqueleto de actina (Parsons y cols., 2010). 

Nuestro estudio, en concordancia con la actividad motogénica e invasiva 

demostrada por la proteína ANXA5 en las células de melanoma, muestra que la 

modificación de expresión de ANXA5 regula la expresión de genes que codifican 

para proteínas que juegan un papel importante en la reorganización del 

citoesqueleto de actina y en la señalización de múltiples rutas intracelulares. Entre 

los genes que se encuentran sobreexpresados tras el silenciamiento de ANXA5 

destaca ARHGEF7, y entre los genes reprimidos destacan FAP, PTK2β, RAC1, 

VEGFA y WASL.  

Las alteraciones que sufre el citoesqueleto de actina provocan cambios en las 

propiedades de adhesión, migración e invasión de las células, lo que promueve la 

transición epitelio-mesénquima y la metástasis (Morgan-Fisher y cols., 2013). 

Además, la reorganización del citoesqueleto de actina suele afectar a la expresión 

génica, al ciclo celular, al tráfico vesicular y a la remodelación de la matriz 

extracelular (ECM) (Ridley, 2006; Singh y cols., 2010; Skarp y Vartiainen, 2010). 

Todo ello pone de manifiesto la importancia de las funciones del citoesqueleto de 

actina en el comportamiento y desarrollo de un tumor (Hanahan y Coussens, 

2012). En este sentido, destaca la implicación directa o indirecta de la mayoría de 



Discusión                                                                                                                              n 

134 

los genes alterados tras el silenciamiento de ANXA5 en la regulación del 

citoesqueleto de actina.  

Los cambios de expresión de RAC1 son especialmente interesantes, ya que RAC1 

es un miembro de la familia de Rho GTPasas que ejerce el papel de mayor efector 

sobre la regulación de la reorganización del citoesqueleto de actina (Cardama y 

cols., 2014; Ji y cols., 2015). Numerosos trabajos han publicado evidencias sobre la 

sobreexpresión o hiperactivación de RAC1 en una amplia variedad de tumores, 

asociándose con el aumento de la capacidad migratoria e invasiva de las células 

(Fritz y cols., 1999; Ji y cols., 2015). Acorde a ello, en nuestro trabajo el 

silenciamiento de ANXA5 provocó un descenso en la expresión de RAC1 y una 

disminución de la migración e invasión de las células de melanoma. En el contexto 

del melanoma, en los últimos años se han descrito mutaciones puntuales en RAC1 

asociadas con defectos en la unión de ésta a PAK1, lo cual proporciona una mayor 

capacidad migratoria a través de la activación de ERK (Krauthammer y cols., 2012; 

Halaban, 2014).  

Asimismo, se ha descrito que la regulación de las Rho GTPasas está regulada por 

factores de intercambio de nucleótidos de guanina (nucleotide Exchange factors 

(GEFs)) (Bishop y Hall, 2000; Rossman y cols., 2005). Entre los GEFque activan 

RAC1 se encuentra ARHGEF7, que fue descrito por Manser en 1994 como una 

proteína de unión a PAK (Manser y cols., 1994, Bagrodia y cols 1998; Ten Klooster 

y cols., 2006; Häbig y cols., 2013). Nuestro estudio muestra un incremento de la 

expresión de ARHGEF7 tras el silenciamiento de ANXA5. Resulta particularmente 

interesante y contradictorio este hecho, ya que el aumento de ARHGEF7 conlleva 

una activación de RAC1 que a su vez promovería la formación de lamelipodios y 

movimientos celulares y, sin embargo, las células mostraron una menor capacidad 

migratoria e invasiva in vitro. Por ello, una acumulación de ARHGEF7 podría 

actuar sobre p38 (Figura 46) a través de la activación de PAK quinasas, 

permitiendo de otro modo regular la reorganización del citoesqueleto de actina, de 

forma adicional a la activación de RAC1 (Lee y cols., 2001). 
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Figura 46. Modelo de señalización de ARHGEF7 a través de p38 para la reorganización 
del citoesqueleto de actina (adaptado de Lee y cols., 2001). 

 

Por otro lado, entre las proteínas que sufren cambios de expresión al silenciar 

ANXA5 se encuentra WASL, también denominada N-WASP. WASL es un 

miembro de la familia de proteínas denominadas del síndrome Wiskott-Aldrich y 

es, además, uno de los principales activadores del complejo Arp2/3, la cual 

promueve la motilidad celular a través de un incremento en la polimerización de 

filamentos de actina (Insall y Machesky, 2009; Ramesh y cols., 2014). Trabajos 

previos han señalado que WASL está implicado en la motilidad de las células 

tumorales a través de distintas vías (Sánchez y cols., 2010; Pichot y cols., 2010; 

Takahashi y Suzuki, 2011; De Paula y cols., 2012).  

La mayoría de los estudios se han realizado sobre cáncer de mama, y hasta el 

momento, no se tiene constancia de la relación entre WASL y melanoma. En 

nuestro estudio hemos obtenidos resultados discordantes, ya que mientras que el 

array mostraba una disminución de expresión de WASL, los lisados celulares 

mostraron una acumulación de WASL tras el silenciamiento de ANXA5. Esto nos 

lleva a pensar que el silenciamiento de ANXA5 podría estar actuando en múltiples 

puntos de la compleja red que regula el citoesqueleto de actina como, por ejemplo, 
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a nivel de Cdc42 o PIP2, que son los principales activadores de WASL (Ramesh y 

cols., 1999; Prehoda y cols., 2000). 

En la actualidad, se están realizando múltiples estudios sobre la participación de la 

familia de quinasas Src en el melanoma (Lee y cols, 2010). Hasta la fecha, los 

miembros de esta familia se han relacionado con el desarrollo del cáncer, ya que 

participan en la proliferación, supervivencia, motilidad, invasión, metástasis y 

angiogénesis (Frame, 2002; Guarino, 2010). En este contexto, entre los genes que 

sufrieron alteraciones de expresión tras el silenciamiento de ANXA5 encontramos 

PTK2β y VEGFA (VEGF), que se encuentran íntimamente ligados a la señalización 

que ejerce Src (Figura 47) y, a su vez, están relacionados con la polimerización de 

actina (Guarino, 2010; Li y cols., 2014). Además, numerosos estudios han 

vinculado o relacionado la progresión maligna de varios tumores con estas dos 

proteínas (Lipinski y cols., 2005; Iiizumi y cols., 2008; Desch y cols., 2012; Rajabi y 

cols., 2012; Zhang y cols., 2014, Goos y cols., 2015; Li y cols., 2015). En nuestros 

resultados, la expresión de ambos genes, PTK2β y VEGFA, se vió reprimida tras el 

silenciamiento de ANXA5 y, sin embargo, a nivel proteico no se observaron 

cambios. Esta disminución en la expresión de ambos se relacionaría con una 

menor capacidad de migración e invasión que tiene lugar tras el silenciamiento. 

Por tanto, nuestros resultados apuntan de nuevo a la regulación del citoesqueleto 

de actina como uno de los mecanismos sobre los que actúa ANXA5 para modular 

la migración y la invasión celular.  

 



                                                                                                                            Discusión 

137 

 
 
 
Figura 47. Diagrama de las principales vías de transducción mediadas por Src que 
contribuyen a la progresión del cáncer (tomada de Guarino, 2010). 
 
 
Por último, del grupo de genes que alteran su expresión tras el silenciamiento de 

ANXA5 encontramos FAP (Seprasa), que a excepción del resto no muestra 

ninguna vinculación directa o indirecta con la regulación del citoesqueleto de 

actina. Esta proteína es una gelatinasa que se asoció inicialmente con la capacidad 

invasiva del melanoma humano (Monsky y cols., 1994). Desde entonces se ha 

asociado su sobreexpresión con otros tumores como cáncer de mama, cáncer de 

esófago, cáncer de colon y adenocarcinoma de páncreas (Abbott y cols., 2002; 

Iwasa y cols., 2005). Recientemente se ha demostrado que la inhibición de la 

expresión de FAP inhibe la migración y la invasión de las células de cáncer 

gástrico (Wang y cols., 2013) y de cáncer de mama (Jia y cols., 2014). Tulley y Chen 

han publicado que FAP desarrolla, en las líneas celulares de melanoma, un papel 

crucial en la migración e invasión celular (Tulley y Chen, 2014). En nuestro trabajo, 

en concordancia con esto, se observa una disminución de expresión y de proteína 

FAP tras el silenciamiento de ANXA5 que, a su vez, provoca la disminución de la 

capacidad migratoria e invasiva de las células de melanoma. 
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Conjuntamente, los datos extraídos de nuestro estudio evidencian que ANXA5 

ejerce un papel hasta ahora no conocido en la regulación del citoesqueleto de 

actina, quedando abierto el camino para analizar su papel concreto en la 

capacidad migratoria e invasiva del melanoma y en otros mecanismos 

responsables de los fenotipos invasivos como podría ser el proceso de TEM.  
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3. MARCADORES DE MELANOMA: ANXA5 COMO MARCADOR 

PRONÓSTICO DEL MELANOMA 

 

A pesar de que el melanoma cutáneo presenta una baja tasa de incidencia en la 

población, cercana al 4%, es uno de los tumores más agresivos registrando valores 

elevados de mortalidad (80%) debido a su capacidad de metastatizar (Acosta y 

cols., 2009). Esto junto con el aumento de incidencia en las últimas décadas, 

convierte el desarrollo de melanoma en un importante problema sanitario. Como 

se ha descrito anteriormente, el pronóstico y las posibilidades de curación del 

melanoma dependen de la precocidad del diagnóstico y de una serie de factores 

que predicen en cierto modo el curso de la enfermedad, la respuesta a los 

diferentes tratamientos y, en consecuencia, la supervivencia de los pacientes. 

Los factores pronóstico de melanoma identificados hasta la actualidad son 

insuficientes, y más aún en los estadios tempranos de la enfermedad (Gould 

Rothberg y cols., 2009). Por todo ello, la identificación de nuevos factores 

pronóstico efectivos es esencial ya que ayudarían a establecer un pronóstico 

individualizado y a planificar un tratamiento adecuado en función del curso de la 

enfermedad. En el suero se pueden identificar una gran variedad de proteínas 

liberadas tanto por las células tumorales como por otras células y tejidos en 

respuesta al desarrollo y progresión de la enfermedad (Ray y cols., 2011).  

Hasta la actualidad, se han realizado numerosos estudios en los cuales se han 

analizado marcadores serológicos para el pronóstico de melanoma, pero el único 

incorporado en el sistema de estadiaje de AJCC es la concentración de lactato 

deshidrogenasa (LDH) (Manola y cols, 2000; Balch y cols., 2001). Además de los 

valores de LDH, los niveles séricos de S100B (S100 Calcium Binding Protein B) se 

han relacionado con la metástasis del melanoma, encontrándose una correlación 

entre altos niveles de S100B y bajas tasas de supervivencia (Harpio y Einarsson, 

2004; Heizman, 2004). Estos marcadores serológicos reflejan la carga tumoral y se 

relacionan con el pronóstico de la enfermedad, pero únicamente en estadios 

avanzados de la misma (Weide y cols., 2012; Zarogoulidis y cols., 2015).  
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A pesar de que las anexinas son principalmente proteínas citosólicas, estas 

proteínas pueden ser secretadas o liberadas al medio extracelular tanto por células 

normales como por células dañadas, ejerciendo funciones tan importantes a nivel 

extracelular como la regulación de las reacciones inflamatorias y la regulación de 

la coagulación, entre otras (Lizarbe y cols., 2013). Además, son múltiples los 

estudios en los que se ha vinculado los niveles en suero de distintos miembros de 

la familia de anexinas, con diversas patologías (Lai y cols, 2012; Valer y cols., 

2013). Es el caso de la ANXA2, que ha sido propuesto recientemente como un 

biomarcador diagnóstico para cáncer de pulmón y carcinoma hepatocelular (Sun y 

cols., 2013; Yang y cols., 2015). Nosotros hemos querido evaluar el posible papel 

de ANXA5 en la progresión tumoral de melanoma analizando principalmente 

pacientes en estadios iniciales de la enfermedad neoplásica pero con diferente 

evolución clínica.  

Para llevar a cabo este trabajo, los niveles séricos de ANXA5 fueron analizados en 

155 pacientes con melanoma en diferentes estadios de evolución de la enfermedad 

y en 49 individuos sanos. De los 155 pacientes con melanoma, 137 fueron 

diagnosticados en estadios tempranos de la enfermedad neoplásica, estadios I y II, 

de acuerdo a la clasificación AJCC (Balch y cols., 2009). Un 49,7% de los pacientes 

estudiados cursaron con buena evolución clínica y un 50,3% de los pacientes 

desarrollaron metástasis en los dos primeros años de seguimiento tras la exéresis 

quirúrgica. 

Entre las características clínicas del grupo de pacientes con melanoma destaca, tal 

y como se ha descrito por otros autores, que tanto a nivel nacional como europeo 

la incidencia de melanoma es mayor en mujeres (Cayuela y cols., 2008; Mervic y 

cols., 2011). La localización anatómica del tumor se correlaciona con la 

supervivencia y varía entre los dos géneros; los hombres son más propensos a 

presentar melanomas en el tronco mientras que las mujeres tienden a desarrollar 

la enfermedad en las extremidades inferiores (Ozgen, 2014). En nuestro estudio se 

han clasificado los pacientes de acuerdo a la localización del tumor primario, 

siendo las más frecuentes tronco y extremidades inferiores, independientemente 
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del género. Por lo general, los melanomas localizados en las extremidades tienen 

mejor pronóstico que aquellos localizados en el tronco (Álvarez-Mon Soto y cols., 

2005). 

La ANXA5 tradicionalmente se ha considerado como una proteína de unión a 

fosfolípidos dependientes de calcio, pero durante la última década múltiples 

trabajos sugieren un conjunto de funciones entre las que destacan el tráfico 

vesicular, la división celular, la apoptosis y la regulación del crecimiento (Hayes y 

Moss, 2004; Moss y Morgan, 2004). No existe hasta la fecha evidencia de que 

cualquier miembro de la familia de las anexinas sea el causante directo de 

enfermedades, pero sí existe evidencia de que en ciertas condiciones los cambios 

de niveles de expresión o localización de las anexinas pueden contribuir a las 

consecuencias patológicas.  

Centrándonos en ANXA5, la asociación entre esta proteína y el desarrollo tumoral 

no está claro pero se ha relacionado su sobreexpresión con tumores como glioma, 

cáncer gástrico, cáncer de mama o hepatocarcinoma, entre otros (Peng y cols., 

2014). Wehder y colaboradores demostraron que ANXA5 es capaz de regular la 

capacidad invasiva de las células de carcinoma oral (Wehder y cols., 2009), de 

manera similar a los resultados obtenidos en el presente trabajo para las células de 

melanoma. Adicionalmente, otros estudios han demostrado que la concentración 

de ANXA5 en suero de pacientes con otros tumores como adenocarcinomas 

colorrectales o carcinoma de células escamosas de cuello uterino se asocia con el 

estadio del tumor y con un peor pronóstico (Xue y cols., 2009; Li y cols., 2012). En 

relación a lo mencionado, no existen, hasta la fecha, datos que relacionen ANXA5 

y melanoma. En este sentido, los resultados aquí presentados ponen de manifiesto, 

por primera vez, que ANXA5 contribuye al desarrollo del melanoma.  

El análisis de los niveles séricos de ANXA5 en pacientes con melanoma e 

individuos sanos muestra diferencias significativas, siendo en los pacientes con 

melanoma mayor la concentración de ANXA5. Esto indica que ANXA5 puede ser 

un marcador importante para el diagnóstico del melanoma. Sin embargo, la 
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comparativa de los valores séricos de ANXA5 estratificando los pacientes de 

melanoma en estadios (I, II y III) no muestra diferencias estadísticamente 

significativas entre ellos. A la luz de estos resultados, decidimos analizar los 

niveles séricos de ANXA5 en relación a la evolución clínica de la enfermedad. 

Nuestro resultados muestran que la concentración de la proteína ANXA5 en suero 

puede ser un factor de mal pronóstico, ya que los pacientes con melanoma que 

desarrollan metástasis durante los primeros 2 años de seguimiento presentan 

niveles de ANXA5 en suero significativamente mayores que aquellos que cursan 

con buena evolución clínica durante más de 5 años de seguimiento.  

En concordancia con los resultados obtenidos, realizamos una nueva 

estratificación de los pacientes de estadios tempranos (I y II) en función a su 

evolución clínica con el fin de determinar hasta qué punto es válido el nivel sérico 

de ANXA5 como factor pronóstico. Nuestros resultados demuestran que los 

pacientes con melanoma en estadios tempranos (I y II) que desarrollaron algún 

tipo de metástasis durante los 2 primeros años de evolución presentan niveles de 

ANXA5 en suero significativamente superiores que aquellos que cursan buena 

evolución durante más de 5 años. 

El análisis multivariante donde se analiza la significación de los diferentes factores 

que pueden estar relacionados con la progresión metastática, como la edad, el 

sexo, el estadio, el intervalo libre de enfermedad y los niveles séricos de ANXA5, 

demuestra que el estadio y los niveles séricos de ANXA5 se asocian a la 

progresión maligna. Además, los niveles séricos de ANXA5 tienen un valor 

predictivo de la evolución metastática del melanoma humano.  

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede concluir que la determinación de 

ANXA5, cuando se diagnostica el melanoma primario, puede ser una herramienta 

útil para identificar pacientes con mayor potencial de desarrollar metástasis 

durante el desarrollo de la enfermedad.  
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1. La proteína ANXA5 está implicada en la motilidad y capacidad invasiva de las 

 células de melanoma humano. 

 

2. ANXA5 modula la expresión de los genes ARHGEF7, FAP, PTK2β, RAC1, 

 VEGFA y WASL implicados en la motilidad y en la dinámica del citoesqueleto 

 de actina. 

 
 

3. Los pacientes con melanoma cutáneo presentan niveles séricos 

 significativamente elevados de la proteína ANXA5 en relación a los individuos 

 sanos. 

 

4. Los niveles séricos elevados de ANXA5 en el momento del diagnóstico de 

 melanoma son un factor de mal pronóstico. 
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